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A. Lipoproteínas circulantes y metabolismo lipídico 
 
A.1. Lípidos y lipoproteínas plasmáticas 
(Palou et al., 2005; Gotto et al., 1986) 
 
Los principales lípidos en el plasma son triglicéridos, ácidos grasos, 
colesterol (libre y esterificado) y fosfolípidos. Éstos son importantes en el 
mantenimiento de la estructura de la membrana celular (colesterol, fosfolípidos), 
la síntesis de hormonas esteroideas (colesterol), y el metabolismo energético 
(triglicéridos y ácidos grasos). Debido a la insolubilidad de los lípidos en un 
medio acuoso, y para facilitar su transporte en el plasma sanguíneo, se asocian 
con proteínas y forman unas estructuras que se conocen con el nombre de 
lipoproteínas. Las lipoproteínas constan de un núcleo hidrofóbico formado por 
triacilgliceroles y ésteres de colesterol, rodeado de una envoltura organizada en 
una monocapa y formada por lípidos polares (fosfolípidos y colesterol libre) y 
por proteínas (Figura nº 1). Las proteínas que constituyen las lipoproteínas 
reciben el nombre de apoproteínas y cumplen una función estructural, 
solubilizando los lípidos, y además regulan la ruta metabólica de las diferentes 
lipoproteínas al servir de cofactores enzimáticos y por interaccionar y ser 
reconocidas por receptores específicos localizados en las membranas celulares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 1. Estructura general de una lipoproteína 
Fosfolípido
Colesterol
Éster de colesterol
Triacilglicérido
Apoproteína
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Las lipoproteínas plasmáticas se clasifican normalmente en cinco 
subclases principales en base a sus densidades. En la Tabla nº 1 se muestran 
las características de los distintos tipos de lipoproteínas: los quilomicrones (QM), 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteínas de densidad 
intermedia (IDL), lipoproteínas de baja densidad (LDL) y lipoproteínas de alta 
densidad (HDL). Algunas subclases de lipoproteínas pueden ser divididas por la 
densidad de las partículas, o el tamaño, la carga eléctrica, o el contenido de 
apolipoproteína. 
 
Tabla nº 1. Lipoproteínas del plasma humano: propiedades físicas, contenido 
lipídico y apolipoproteínas 
 
 QM VLDL IDL LDL HDL 
Origen Intestino Hígado Lipólisis de 
VLDL 
Lipólisis de 
VLDL, via 
IDL 
Hígado, 
intestino; 
lipólisis de 
CM y VLDL 
Densidad (g/ml) <0,96 0,96-1,006 1,006-
1,019 
1,019-1,063 1,063-1,21 
Diámetro (nm) 75-1200 30-80 25-35 22-28 5-12 
Composición (%)      
Triglicéridos 86 55 23 6 5 
Fosfolípidos 7 18 19 22 33 
Colesterol éster 4 12 29 42 17 
Colesterol libre 2 7 9 8 5 
Proteínas 2 8 19 22 40-55 
Principales 
apolipoproteínas 
A-I, A-
IV, B-
48, C, E 
B-100, C, E B-100, C, E B-100 A-I, A-II, 
C, E 
QM= quilomicrones; VLDL= lipoproteínas de muy baja densidad; IDL= lipoproteínas de 
densidad intermedia; LDL= lipoproteínas de baja densidad; HDL= Lipoproteínas de alta 
densidad. 
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A.2. Metabolismo de las lipoproteínas 
(Mathews et al., 2000; Palou et al., 2005) 
 
Existen tres vías para el transporte de las lipoproteínas en el organismo:  
a) Vía exógena: transporta los lípidos de la dieta desde el intestino a sus 
diferentes destinos metabólicos en diversos tejidos. Los ácidos grasos, colesterol 
y fosfolípidos que provienen del intestino son ensamblados en los QM que 
contienen la apolipoproteína (apo) B-48 sintetizada en el intestino; esta es una 
apoproteína B más corta que la B-100 de origen hepático. Los QM además 
contienen apo A-I, A-II y A-IV y son vertidos desde el intestino a la linfa para 
alcanzar luego el torrente sanguíneo. En la circulación son hidrolizados por el 
sistema de la lipoprotein lipasa (LPL) del endotelio vascular. Los QM a medida 
que circulan van perdiendo triglicéridos y van haciéndose más pequeños y 
densos, enriqueciéndose más en colesterol, transformándose en QM 
remanentes. Adquieren a su vez desde las HDL apo C-II que es el activador de 
la LPL y apo E que es imprescindible para la unión a receptores hepáticos que 
no reconocen a la apo B48 al no contener la región para ser reconocida por el 
receptor. Estas partículas son retiradas de la circulación por el hígado utilizando 
los receptores para LDL y en menor proporción por un sistema de receptores 
distinto denominados LRP-1 (LDL receptor-related protein) el que actúa en 
conjunto con el protoglicano de superficie celular. Casi todos los triglicéridos que 
son transportados por los QM son utilizados en los tejidos extrahepáticos, 
mientras que casi todo el colesterol es entregado al hígado. Una pequeña 
proporción de los remanentes de QM son extraídos por tejidos periféricos.  
 
b) Vía endógena: es un sistema mediado por apo B-100 de síntesis 
hepática que forma parte de la estructura de las VLDL, IDL y LDL. Esta vía se 
inicia en el hígado donde primero se ensamblan y luego se secretan las VLDL. La 
síntesis hepática de estas lipoproteínas aumenta con la ingestión de grasa e 
hidratos de carbono. Las VLDL transportan triglicéridos hacia los tejidos 
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periféricos (tejido adiposo y músculo), y colesterol hacia las suprarrenales y 
membranas plasmáticas. El colesterol es transportado en las VLDL como 
colesterol esterificado y colesterol libre. Las VLDL provenientes del hígado al 
entrar en la circulación intercambian con las HDL apo C-I, apo C-II activador de 
la LPL, apo C-III inhibidor de la LPL y apo E que modula la unión de las VLDL 
con receptores en la superficie celular. En la circulación las VLDL son 
hidrolizadas por la LPL en la superficie endotelial de diversos tejidos, perdiendo 
triglicéridos y se convierten en partículas más pequeñas denominadas 
remanentes. Una proporción de ellas es captada por el hígado, otros tejidos y el 
resto entra en la llamada cascada lipolítica de las lipoproteínas VLDL-IDL-LDL en 
el compartimento plasmático, todas estas lipoproteínas comparten la presencia 
de apo B-100 en su estructura, ligando para el receptor de apo B/E hepático. La 
LPL y la lipasa hepática (LH) dan cuenta del núcleo cargado de triglicéridos de 
estas partículas remanentes, que se transforman en IDL, al quedar cargadas con 
apo B-100 y apo E. El receptor hepático que reconoce a las IDL es el receptor 
para LDL, llamado también receptor apo B/apo E. La apo E cumple un rol 
modulador para la unión de las lipoproteínas que la transportan con el receptor 
apo B/apoE. La presencia de apo E es muy importante para el reconocimiento 
de la partícula IDL por el receptor hepático para apo B/apo E que permite 
incorporarla en el hígado y proseguir el metabolismo. Una proporción de IDL en 
el plasma sigue perdiendo triglicéridos y toman el curso hacia LDL las que a su 
vez, son aclaradas por el sistema de receptores hepáticos para LDL en su mayor 
parte y las otras son procesadas por otros pasos en los cuales incluso no median 
receptores. Las LDL constituyen los principales transportadores del colesterol 
plasmático hacia los tejidos. Sin embargo, el 75% de la captación de las LDL 
ocurre en el hígado, el resto en las suprarrenales y tejido adiposo. Para que el 
proceso se realice es esencial la presencia de apo B-100 y de receptores para su 
reconocimiento. Una vez en el interior de la célula la partícula es desarmada en 
sus componentes proteicos y lipídicos, el colesterol libre en exceso, es 
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esterificado de nuevo por la acil-CoA-colesterol aciltransferasa (ACAT) para el 
almacenamiento intracelular  
 
c) Vía para el transporte del colesterol desde la periferia al hígado (vía 
reversa): es un sistema mediado por apo A-I, contenido en las HDL, utilizado en 
el transporte del colesterol desde la periferia hacia el hígado. Este sistema está 
interconectado con la vía exógena y endógena del transporte de lípidos. Sirve de 
reservorio circulante para apoproteínas: apo C-I, apo C-II y apo E. Las partículas 
HDL derivan de precursores complejos aportados por el hígado e intestino. La 
vía se inicia cuando las HDL nacientes, provenientes del hígado o intestino 
delgado incorporan colesterol libre desde las membranas celulares. En este 
proceso la lecitin-colesterol-acil–transferasa esterifica el colesterol libre con 
ácidos grasos provenientes de la posición C-2 de la lecitina que son transferidos 
al C-3-OH del colesterol libre. Al incorporar colesterol la partícula HDL se 
transforma de discoidal en esférica dando lugar a las HDL2, que luego se 
transforman en HDL3 y vuelve nuevamente al hígado donde es incorporada 
mediando receptores específicos para apo A-I. Los macrófagos también vía 
receptores incorporan a las HDL y estas captan colesterol y apo E en el interior 
de ellos. La presencia de apo E en las HDL facilita posteriormente la captación 
por los receptores hepáticos y su catabolismo. La función principal de las HDL es 
el intercambio de colesterol libre y su esterificación. Las HDL al captar el 
colesterol de las membranas celulares, reducen el colesterol almacenado dentro 
de las células al momento que este se desplaza para reemplazar el colesterol 
retirado de las membranas. El colesterol esterificado de las HDL a su vez puede 
ser transferido a las LDL y VLDL mediante la acción de la enzima asociada, 
denominada proteína de transferencia para ésteres de colesterol (CETP) La 
ventaja de este paso es permitir mediante un doble mecanismo de receptores 
para LDL y HDL devolver colesterol al hígado. Esta vía de transporte reverso de 
colesterol es un mecanismo importante en la prevención de la aterogénesis. 
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En la Figura nº 2 se observa la compleja interacción entre lípidos, 
lipoproteínas, apoproteínas, enzimas y receptores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 2. Metabolismo del colesterol 
VLDL: lipoproteínas de muy baja densidad; IDL: lipoproteínas de densidad intermedia; 
LDL: lipoproteínas de baja densidad; HDL: Lipoproteínas de alta densidad; SRA: receptor 
scavenger o receptor de las LDL acetiladas; rLDL: receptor de las LDL. 
LDL
IDL
Grasa de la dieta
Quilomicrones Quilomicrones
remanentes 
Tejido adiposo, músculo
Placas 
ateroscleróticas
Tejidos periféricos
capilares
Intestino
VLDL
rLDL
LDL oxidada
Macrófago 
Acúmulo de 
colesterol
SRA
Linfa
Sangre
Ácidos biliares
Colesterol
HDL Recogida 
de colesterol 
(libre)
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membranas
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Hígado
Acetil-CoA
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B. Riesgo cardiovascular asociado con el perfil lipídico  
 
La enfermedad cardiovascular (ECV) es un término general que abarca 
una gran variedad de estados patológicos como la enfermedad coronaria, 
accidente cerebrovascular e insuficiencia cardíaca. Ésta es responsable 
colectivamente de 17,1 millones de muertes cada año, según datos de la 
Organización Mundial de la Salud. La etiología de la cardiopatía coronaria es 
atribuible en gran medida a la aterosclerosis, o la acumulación de placas en las 
paredes de los vasos sanguíneos como consecuencia de la deposición de 
colesterol y células espumosas. El aumento de la deposición de células 
espumosas conduce a un estado inflamatorio caracterizado por la oxidación de 
lípidos y eventual ruptura de los trombos, probablemente bloqueando el flujo 
sanguíneo a través de los vasos afectados y que conduce a las manifestaciones 
características de la enfermedad coronaria, infarto de miocardio y la angina de 
pecho. 
  
Debido a la gran influencia que tiene la enfermedad coronaria en la 
salud humana, ésta se ha convertido en el foco de una gran cantidad de 
investigaciones. El aumento de incidencia de enfermedad coronaria se asocia 
con una serie de factores, tales como la inactividad física, el tabaquismo y la 
obesidad, así como factores lipídicos, tales como niveles bajos de colesterol 
unido a lipoproteínas de alta densidad (c-HDL), niveles elevados de triglicéridos 
y de colesterol unido a lipoproteínas de baja densidad (c-LDL). De estos 
factores, un nivel elevado de c-LDL ha sido ampliamente aceptado, desde hace 
años, como el más importante para el desarrollo de enfermedad coronaria 
(Lloyd-Jones et al., 2010; National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert 
Panel on Detection Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in 
Adults (Adult Treatment Panel III), 2002) y, por lo tanto, los tratamientos 
terapéuticos dirigidos a reducir el c-LDL son de suma importancia. 
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Las partículas de LDL son las responsables del transporte de la mayoría 
de colesterol plasmático en humanos (Galeano et al., 1998), éstas son 
eliminadas por el hígado, proceso facilitado por la interacción de la proteína apo 
B de las LDL con receptores de LDL del hígado. Sin embargo, cantidades 
significativas de esta lipoproteína todavía pueden interactuar con otros tejidos 
de forma independiente a los receptores de LDL, de ahí la naturaleza 
aterogénica de las LDL en tejidos extrahepáticos (Galeano et al., 1998).  
 
Las partículas de LDL son heterogéneas en términos de tamaño, 
densidad y propiedades físicas, concretamente las partículas LDL pequeñas y 
densas se han asociado recientemente con un mayor riesgo de enfermedad 
cardiaca coronaria, incluso en presencia de una concentración de c-LDL 
relativamente normal (St Pierre et al., 2001). Estudios cinéticos han demostrado 
que las partículas VLDL grandes son las precursoras de las LDL pequeñas y 
densas, y que el largo tiempo de residencia de las VLDL favorece el intercambio 
de lípidos (Taskinen et al., 2001). En el metabolismo (figura nº 3), los ésteres 
de colesterol permanecen en el corazón de las partículas de LDL, pero parte de 
los ésteres de colesterol se transfieren por acción de la CETP a las VLDL 
mediante su intercambio con triglicéridos. Como consecuencia las partículas de 
LDL, se enriquecen en triglicéridos, los cuales son mejor substrato para la LH 
(Packard y Shepherd, 1997; Chapman et al., 1998; Rajman et al., 1999; Marais, 
2000). A continuación, la LH remodela las LDL grandes mediante la hidrólisis de 
triglicéridos de su parte central y de fosfolípidos de su superficie, para 
convertirlas así en partículas más pequeñas y densas (Packard y Shepherd, 
1997; Chapman et al., 1998; Rajman et al., 1999; Marais, 2000). Estas 
partículas se concentran con mayor facilidad en la pared arterial, son más 
propensas a la oxidación y tienen una menor afinidad para los receptores LDL 
(Berneis y Krauss, 2002, Galeano et al., 1998, Tribble et al., 1995). Por otra 
parte, la modificación oxidativa de los lípidos asociados a LDL es un iniciador 
directo de la aterogénesis (Figura nº 3) (Rizzo et al., 2009).  
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Figura nº 3. Esquema de la formación de las LDL pequeñas y densas y de la 
hipótesis de la “oxidación de las LDL” en la aterogénesis.  
VLDL: lipoproteínas de muy baja densidad; TG: triglicéridos; EC: ésteres de colesterol; 
CETP: proteína transferidora de ésteres de colesterol; LDL: lipoproteínas de baja 
densidad; LH: lipasa hepática; PON1: paroxonasa-1; HDL: lipoproteínas de alta densidad. 
 
Mediante la alimentación se pueden modificar varios factores de riesgo 
de aterosclerosis, como la obesidad y la dislipidemia. Los componentes 
mayoritarios de la dieta que aumentan las concentraciones de colesterol total y 
c-LDL son los ácidos grasos saturados, los ácidos grasos trans y, en menor 
grado, el colesterol de la dieta. Por otra parte, los factores dietéticos que 
reducen el c-LDL incluyen los ácidos grasos monoinsaturados y polinsaturados, y 
en menor grado el uso de fibra soluble. El sobrepeso y la inactividad física 
pueden aumentar el riesgo de enfermedad coronaria debido en parte a su 
asociación con concentraciones bajas de c-HDL, mientras que la sustitución de 
hidratos de carbono por grasa, especialmente ácidos grasos monoinsaturados, 
aumenta las concentraciones de c-HDL.  
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Los experimentos realizados en unidades metabólicas y en estudios bien 
controlados durante cortos periodos han demostrado que las dietas bajas en 
grasa saturada y colesterol reducen las concentraciones de colesterol de un 10 a 
un 15%. Sin embargo, en la mayoría de la población los consejos dietéticos 
reducen los niveles de colesterol sólo un 5% (Tang et al., 1998). Estas 
diferencias se deben principalmente a un pobre cumplimiento de los consejos 
dietéticos debido a la dificultad, la mayoría de las veces, en hacer los cambios 
necesarios en la dieta y en mantener una buena adherencia durante periodos 
prolongados.  
 
Por estos motivos, y por el hecho de que en un determinado grupo 
poblacional el tratamiento farmacológico no está prescrito o en ocasiones se 
requiere la adición de otros fármacos con el consiguiente aumento de efectos 
secundarios (Katragadda et al., 2010), para alcanzar los niveles óptimos 
recomendados, la industria alimentaria ha desarrollado alimentos funcionales 
enriquecidos con esteroles vegetales que han demostrado una reducción 
significativa de los niveles de colesterol total y c-LDL haciendo de este tipo de 
productos una alternativa cada vez más atractiva para la población general. 
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C. Esteroles vegetales 
 
C.1. Definición y estructuras de los esteroles vegetales 
 
Los esteroles vegetales (EV) representan un grupo de compuestos 
alcohólicos de 28 o 29 carbonos (C) que pertenecen a la familia de los 
triterpenos. Presentan una estructura muy similar a la del colesterol, pero con 
pequeñas variaciones en la cadena hidrocarbonada lateral, como la adición de 
algún grupo alquilo (metilo o etilo) en posición 24 (C-24) y, menos 
frecuentemente, una insaturación en el C-22. Se trata de compuestos bioactivos 
que actúan como componentes estructurales de las membranas vegetales a la 
vez que sirven de intermediarios para la biosíntesis de celulosa y numerosos 
productos vegetales secundarios, como los alcaloides (Peng et al., 2002; Read 
et al., 2002). 
 
Dentro del grupo de los EV pueden distinguirse dos categorías, los 
fitosteroles, con un doble enlace en posición 5, y los fitostanoles que no cuentan 
con este doble enlace (Ostlund, 2002). Los fitosteroles pueden ser convertidos a 
fitostanoles por hidrogenación química. Ya que de modo natural los fitostanoles 
son mucho menos abundantes que los fitosteroles en los alimentos, cuando se 
indica, en términos generales, “esteroles vegetales” se suele hacer referencia a 
estos últimos. 
 
Se han descrito más de 200 estructuras diferentes de EV en diferentes 
especies de plantas, siendo la más abundante la correspondiente al sitosterol o 
beta-sitosterol (24-α-etilcolesterol), seguido por el campesterol (24-α-
metilcolesterol) y el estigmasterol (∆22, 24-α-etilcolesterol) (Ostlund, 2007). En 
la figura nº 4 se muestran las estructuras de los principales esteroles vegetales. 
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Figura nº 4. Estructura de los principales esteroles vegetales. 
 
 
En la naturaleza, además de en su forma libre, los esteroles vegetales 
pueden encontrarse como derivados en los cuales un grupo hidroxilo (3β-OH) 
del esterol es esterificado, bien por ácidos grasos, ácido ferúlico, o bien está 
glicosilado con una hexosa (normalmente glucosa) (Palou et al., 2005). En la 
figura nº 5 se indican las modificaciones del grupo 3β-hidroxilo de los esteroles 
vegetales. 
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Figura nº 5. Modificaciones del grupo 3β-hidroxilo de los esteroles vegetales 
(Palou et al., 2005). 
 
Los ésteres con ácidos grasos están presentes en la mayoría de las 
plantas y constituyen cerca del 50% del total de EV en algunos alimentos, como 
el aceite de maíz (Kochhar, 1983); por su parte, los ésteres de ácido ferúlico 
también se encuentran en cantidades apreciables en muchos alimentos (Ostlund 
et al., 2002a), mientras que los esteroles vegetales glicosilados son un 
componente minoritario en los alimentos vegetales, salvo algunas excepciones. 
Al contrario que los esteroles o estanoles libres que son cristalinos y muy poco 
solubles en medios lipídicos, las formas esterificadas se disuelven fácilmente en 
alimentos que contengan una matriz grasa (Clifton, 2002). 
 
 C.2. Biosíntesis 
 
La biosíntesis y el metabolismo de los esteroles es bastante diferente en 
plantas y animales (Ostlund, 2002). En los animales, el colesterol es sintetizado 
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a partir del acetato a través del escualeno, compuesto de cadena lineal que 
luego es ciclado para dar lugar a muchos intermediarios precursores de 
esteroles, pero el producto final es principalmente colesterol puro, de tal forma 
que en los humanos tan sólo se encuentran cantidades traza de productos 
relacionados (Miettinen et al., 1990). El organismo humano no puede sintetizar 
otro tipo de esterol, por lo que la presencia en plasma de EV se debe al 
aportado por los alimentos ingeridos.  
 
En los vegetales, los esteroles son sintetizados también a partir de acetato 
a través de escualeno, pero el primer producto ciclado tras el escualeno es el 
cicloartenol. La estereoquímica del C-24 viene determinada por la acción de la 
metiltransferasa particular que convierte el cicloartenol en 24-metilen 
cicloartenol (Moreau et al., 2002). 
 
Algunos alimentos, como el arroz, contienen cicloartenol o compuestos 
relacionados en cantidades significativas (Rogers et al., 1993). A partir de este 
compuesto las plantas producen una diversidad de productos derivados, de tal 
manera que cada especie dispone de perfiles de esteroles característicos. 
Aunque se producen modificaciones en el núcleo de esterol, la mayoría de los 
EV presentan un núcleo que es idéntico al colesterol, con cambios en la cadena 
lateral. Por otra parte, si bien en los animales la mayor parte del colesterol se 
presenta en forma libre, con una cierta proporción en forma de ésteres con 
ácidos grasos en las lipoproteínas y células especializadas, las plantas, tal como 
se ha comentado, disponen de una mayor variedad de derivados de EV en la 
posición C–3: ésteres de ácidos grasos, ésteres de ácido ferúlico y esteroles 
vegetales glicosilados. 
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C.3. Fuentes  
 
A pesar de que los alimentos funcionales enriquecidos en EV, 
comercialmente disponibles, tales como margarina, leche, o leche fermentada, 
son los alimentos con más riqueza en estos compuestos, prácticamente todos 
los alimentos vegetales contienen cantidades apreciables de los mismos (Patel 
et al., 2006). La ingesta dietética habitual de EV varía entre las distintas 
poblaciones, dependiendo de sus hábitos alimentarios, siendo las principales 
fuentes dietéticas los aceites vegetales (maíz, girasol, soja y colza) que 
contienen entre un 0,1% y 0,8%. También se encuentran en legumbres (0,2%) 
y, en menor proporción, en frutos secos, pan y hortalizas (Palou et al., 2007). 
 
Los EV no se ven afectados al cocinar los alimentos que los contienen, sin 
embargo, el proceso de refinado de aceites vegetales, sí que puede reducir su 
contenido entre un 10% y 70% (Ellegard et al., 2007). 
 
En las dietas occidentales, la ingesta diaria de EV se estima entre 150-400 
mg, aproximadamente la misma que la ingesta de colesterol, siendo mayor en 
algunas dietas vegetarianas y en la dieta japonesa, en las cuales puede llegar a 
300-500 mg/día (Hirai et al., 1986; Morton et al., 1995). 
 
Excepto los productos de origen animal y los alimentos muy refinados, 
ricos en hidratos de carbono, casi todos los alimentos contribuyen a la ingesta 
de EV. Los aceites son el principal contribuyente (39,3%), seguido de los 
cereales (29,6%), frutas (12,2%), legumbres (9,1%), verduras y hortalizas 
(7,3%), y, por último, los frutos secos (2,4%). Los EV del aceite son los que 
presentan mayor biodisponibilidad (Thurnham, 1999). Así, una persona que 
consumiera al día 30 g de aceite de maíz estaría ingiriendo alrededor de 300 mg 
de EV, cantidad que influye en la reducción de la absorción de colesterol 
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(Ostlund et al., 2002a) como se comentará más adelante. Una excepción es el 
aceite de palma, que tras el proceso de refinado es muy pobre en EV.  
 
Entre los EV aportados con la dieta, también están presentes los 
fitostanoles, concretamente pueden citarse como fuentes los aceites vegetales 
hidrogenados y los cereales (MacMurray y Morrison, 1970; Dutta y Appelqvist, 
1996; Schuhmann y Schneller, 1996). Parece que los fitostanoles suponen 
alrededor de un 10% de la ingesta total de EV. 
  
Jiménez et al. (2006), determinaron la composición y contenido de EV en 
distintos alimentos de origen vegetal comúnmente consumidos en España y, con 
los datos de consumo de alimentos del Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación español (MAPA, 2001), estimaron la ingesta promedio en 
fitosteroles de la población española de 375 mg/persona/día.  
 
Entre los EV identificados, el β-sitosterol es el que más contribuye a la 
ingesta total (79,7%), seguido por el campesterol (9,5%), estigmasterol (6,8%), 
y estigmastanol (4,1%) (Jiménez et al., 2006). 
 
 
C.4. Efectos sobre la absorción de colesterol  
 
C.4.1. Digestión y absorción del colesterol 
 
El colesterol plasmático proviene de dos fuentes principales: el alimento 
ingerido (colesterol exógeno) y el sintetizado en el hígado (colesterol 
endógeno). 
 
La ingesta diaria de colesterol puede variar desde 250 hasta 500 mg, o 
más en algunos casos. Entre un 95-98% del colesterol ingerido se encuentra 
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esterificado por ácidos grasos en el -OH del C-3. Generalmente, los ácidos 
sustituyentes son el ácido palmítico, esteárico, oleico y, en menor proporción, 
linoleico.  
 
 El páncreas secreta hacia el intestino delgado colesterol esterasa que 
hidroliza prácticamente el 100% de los ésteres de colesterol con la ayuda de las 
sales biliares, cuyos componentes actúan como activadores de la enzima (Huff, 
2003). El colesterol libre que se encuentra en el lumen intestinal durante el 
proceso digestivo está constituido por el colesterol dietético (250-500 mg/día) y 
por el colesterol procedente de la secreción biliar (600-1000 mg/día). El 
colesterol libre se incorpora a unas micelas mixtas, quedando solubilizado en la 
fracción fosfolipídica que forma la superficie de estas estructuras micelares. 
Estas micelas que contienen además ácidos grasos libres, monoglicéridos, 
fosfoglicerato y sales biliares, se acercan al borde en cepillo de las 
microvellosidades del epitelio intestinal donde la turbulencia del contenido 
intestinal es muy baja y, al contacto con la membrana, transfieren su contenido 
al interior del enterocito; así, es bien conocido que los ácidos grasos y los 
monoglicéridos son transportados activamente hacia el interior de la célula 
intestinal, mientras que los mecanismos moleculares implicados en la absorción 
del colesterol desde el lumen intestinal a las células del epitelio son aún poco 
conocidos. Sin embargo, recientemente se ha caracterizado una proteína 
identificada como Niemann-Pick C1 Like1 (NPC1L1) que desempeña una función 
clave en el transporte de esteroles al enterocito (Altmann et al., 2004). Se 
estima que aproximadamente un 50% del colesterol se reabsorbe y el resto se 
elimina por heces. Debe destacarse que la única vía de eliminación del colesterol 
es la intestinal. 
 
El colesterol absorbido se reesterifica de nuevo en el enterocito (participa 
la enzima ACAT) y se incorpora a la estructura de los quilomicrones 
exportándose al torrente circulatorio (Chen, 2001). El colesterol que no es 
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reesterificado, se secreta de nuevo al lumen intestinal a través del transportador 
ATP Binding Casette tipo (ABC) 5/8 (Repa y Mangelsdorf, 1999). 
 
C.4.2. Efecto hipocolesterolemiante de los esteroles vegetales: Mecanismo de 
acción 
 
Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, la absorción del 
colesterol no se limita a la ingesta dietética de colesterol, sino que el colesterol 
dietético y el procedente de la secreción biliar, se mezclan en el intestino y son 
parcialmente absorbidos (Grundy, 1983). Por tanto, el fallo o disminución de la 
reabsorción intestinal del colesterol es la principal vía de eliminación de 
colesterol del organismo.   
 
 El mecanismo mediante el cual los EV (fitosteroles y fitostanoles) ejercen 
su efecto hipocolesterolemiante no está totalmente elucidado (Nguyen, 1999). 
Sin embargo, basándose en sus propiedades fisicoquímicas, se ha postulado que 
estas sustancias actúan a tres niveles diferentes (Valenzuela y Ronco, 2004): 
a) inhiben la absorción del colesterol a nivel intestinal, tanto del 
procedente de la dieta como del de origen biliar (Jones et al., 1997).  
b) inhiben la reesterificación del colesterol a nivel de la actividad de la 
ACAT. 
c) aumentan la actividad y expresión del transportador de tipo ABC, 
acelerando el eflujo de colesterol desde las células intestinales al lumen 
intestinal (Plat y Mensink, 2002a). 
 
Debido a que los fitosteroles/fitostanoles son más lipófilos que el propio 
colesterol, propiedad derivada de las características de mayor longitud y 
complejidad de la cadena lateral, éstos desplazarían competitivamente al 
colesterol desde la micela mixta formada por la acción de los fosfolípidos y de 
las sales biliares en el lumen intestinal (Valenzuela et al., 1997). Si los EV se 
Introducción 
21 
 
administran en forma de ésteres, éstos, son primero hidrolizados por la lipasa 
pancreática y posteriormente son incluidos en las micelas; este proceso ocurre 
de modo eficiente (Nissinen et al., 2002). 
 
Armstrong (1987) demostró que el β-sitosterol muestra mayor afinidad 
por incorporarse a las micelas que el colesterol, es decir, la incorporación del 
sitosterol a las micelas está favorecida. Este efecto se observó en aquellas 
micelas que contenían la sal biliar de trihidroxi taurocolato y no en las que 
contenían trihidroxi glicodeoxicolato, sugiriendo que la distribución de las sales 
biliares presentes en el intestino podría ser importante en la determinación de la 
efectividad de los EV en la reducción de la absorción de colesterol.  
 
De esta forma, al contactar la micela mixta con el borde en cepillo 
formado por las microvellosidades de las células intestinales, los EV ocuparían el 
lugar del colesterol. El colesterol no emulsionado (desplazado de la micela) no 
puede ser absorbido y se elimina con las heces. Por su parte, los EV, y más 
particularmente los fitostanoles, muestran escasa absorción a nivel intestinal, 
por lo que, durante el proceso de transferencia de los ácidos grasos y 
monoglicéridos desde la micela mixta a las células intestinales, los EV se 
liberarían acompañando al colesterol no absorbido, siendo finalmente eliminados 
vía fecal (Compassi, 1997). Este proceso constituiría el primer nivel de acción de 
los EV. La absorción intestinal de los fitosteroles es extraordinariamente baja (< 
1%) y la de los fitostanoles todavía más baja (Miettinen, 1990). Sin embargo, si 
los EV se absorben inhiben la ACAT (segundo nivel de acción), con lo cual el 
colesterol no se reesterifica, y no se incorpora a los quilomicrones de forma 
eficaz, estimulando así el eflujo del colesterol no esterificado hacia el lumen 
intestinal. Además, los esteroles producirían sobre-expresión de los genes que 
codifican las proteínas de la estructura del transportador ABC, acelerando así el 
eflujo de colesterol (tercer nivel de acción). En la figura nº 6 se resume los 
posibles mecanismos y niveles de acción de los EV. 
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Figura nº 6. Mecanismos y niveles de acción de los fitosteroles y fitostanoles  
 
  
 Los EV que llegan a la circulación sanguínea se esterifican en el plasma y 
se transportan al hígado mediante el mecanismo de transporte reverso del 
colesterol (Robins y Fasulo, 1997). Se estima que los EV no actúan en 
competencia metabólica con el colesterol pues se encuentran en 
concentraciones plasmáticas muy inferiores al colesterol (Robins y Fasulo, 
1997). 
 
 Parece que el hígado compensa la reducción de la absorción de colesterol 
aumentando su síntesis e incrementando, a la vez, los receptores LDL (Ling y 
Jones, 1995). El efecto es una reducción de los niveles de colesterol total y c-
LDL, mientras que los de c-HDL y triglicéridos no se ven afectados, siendo el 
efecto global, la mejora del perfil lipídico.  
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C.5. Aspectos clínicos de los esteroles vegetales 
 
El efecto de los EV en la disminución del colesterol se conoce desde los 
años 50. Hasta la fecha, numerosos estudios han demostrado que los EV 
disminuyen de manera efectiva el colesterol total y c-LDL aunque el efecto 
hipocolesterolemiante puede variar dependiendo de muchos factores:  
 
C.5.1. EV ingeridos en una dieta normal  
 
Poco se sabe sobre los efectos de los EV en el metabolismo del 
colesterol cuando se administra en forma nativa, sin purificar y en las cantidades 
ingeridas en la dieta. En una población sueca, se ha demostrado una correlación 
inversa entre la ingesta de EV y los niveles séricos de c-LDL, lo que sugiere la 
posibilidad de que los EV pueden reducir las concentraciones de colesterol 
sérico, incluso a los niveles normales de la ingesta alimentaria (Klingberg et al., 
2008). Ostlund et al. (2003) mostraron que los niveles naturales de EV pueden 
atenuar la absorción del colesterol, incluso después de una dosis única. Sin 
embargo, la reducción de la absorción del colesterol no siempre requiere que se 
obtenga una disminución significativa de c-LDL. En un estudio reciente, se 
compararon dos dietas diferentes: una dieta pobre en EV (126 mg/día) y otra 
dieta abundante en EV (449 mg/día). La administración de una dieta rica en EV 
mostró como resultado una absorción de colesterol más baja y una mayor 
excreción fecal de colesterol en relación a la dieta pobre en EV a pesar de que la 
concentración de cLDL fue similar entre ambas dietas (Lin et al., 2010). En otro 
estudio, Racette et al. (2009) obtuvieron resultados similares con una dieta 
deficiente en EV suplementada con 400 mg/día de EV, la cual no indujo una 
reducción significativa del c-LDL, pero disminuyó la absorción del colesterol y 
aumentó tanto el colesterol total de heces como su excreción biliar. 
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C.5.2. Fitosteroles vs fitostanoles  
 
Los EV pueden ser administrados en dos formas diferentes: los 
fitosteroles y los fitostanoles. Se debe considerar si existen diferencias entre el 
potencial terapéutico de cada uno de ellos con el fin de maximizar el efecto 
reductor del c-LDL. A pesar de que los esteroles y estanoles vegetales tienen 
una estructura molecular muy similar, tienen diferentes efectos metabólicos y su 
eficacia a largo plazo parece ser diferente (Miettinen y Gylling, 2006). La 
absorción de los fitosteroles es mayor que la de los fitostanoles, aunque no 
parece haber diferencias significativas entre los dos EV en su capacidad para 
reducir el c-LDL, por lo menos en estudios a corto plazo. Hallikainen et al. 
(2000) demostraron que 2 g/día de ésteres de fitostanoles o ésteres de 
fitosteroles, como parte de una dieta baja en grasas redujo el c-LDL sin 
diferencias significativas. De acuerdo con esto, Vanstone et al. (2002) 
encontraron que los fitosteroles y fitostanoles reducen las concentraciones de c-
LDL de forma similar en pacientes hipercolesterolémicos con dosis de 1,8 g/día y 
Weststrate y Meijer (1998) también encontraron este efecto en pacientes con 
hipercolesterolemia leve y normocolesterolemia. 
Se han realizado varios meta-análisis para comparar la eficacia de las 
dos formas de EV en la reducción del c-LDL. Los datos de un meta-análisis que 
engloba 41 estudios (Katan et al., 2003), muestra que la reducción del c-LDL de 
los fitostanoles no fue significativamente diferente de la de los fitosteroles. Este 
efecto, se estableció principalmente en unas pocas semanas, y se mantuvo 
estable en un estudio que duró un año (Miettinen et al., 1995; Hendriks et al., 
2003). Más recientemente, Talatí et al. (2010) realizaron un meta-análisis de 
ensayos aleatorizados controlados donde compararon la eficacia de los 
fitostanoles y fitosteroles y concluyeron que la diferencia en la reducción del c-
LDL no fue estadísticamente significativa en las dosis estudiadas. Ellos sugieren 
que ambos EV son igualmente eficaces. Sin embargo, en otro meta-análisis se 
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concluyó que la reducción del c-LDL, a través de un rango de dosis continua, es 
dependiente de la dosis de fitostanoles, pero no para la ingesta de fitosteroles. 
Esto significa que la ingesta de fitostanoles por encima de la dosis recomendada 
de 2 g/día está asociada con una reducción de c-LDL adicional y dependiente de 
la dosis, lo cual podría producir una mayor reducción en el riesgo de 
enfermedad coronaria (Musa Veloso et al., 2011). Esta mayor eficacia se 
relaciona con el hecho de que los fitostanoles, que presentan una menor 
absorción que los fitosteroles, permanecen durante más tiempo en la luz 
intestinal donde interfieren continuamente y de manera más eficiente en la 
absorción de colesterol (Nguyen, 1999).  
Si bien la misma eficacia de ambos tipos de EV a corto plazo es 
comúnmente aceptada, la igualdad de ambos EV a largo plazo es objeto de 
debate. Pocos estudios han examinado la eficacia a largo plazo de la 
suplementación con EV. O'Neill et al. (2005) concluyeron en un meta-análisis de 
14 ensayos, donde se comparaban ambos ésteres de fitosteroles y fitostanoles, 
que los ésteres de fitostanoles mantienen su efecto reductor de c-LDL con el 
tiempo, mientras que los ésteres de fitosteroles  no. Sin embargo, sólo tres de 
estos ensayos comparaban ambos EV y ninguno de ellos llegó a la conclusión de 
que los fitostanoles fueran superiores. Por otra parte, Gylling et al. (2009) 
demostraron que los ésteres de fitosteroles y de fitostanoles administrados 
durante más de un año fueron estadísticamente equivalentes en la reducción del 
colesterol total sérico.  
Por último, en conjunto, no parece haber ninguna evidencia para 
recomendar unos EV sobre otros con el fin de maximizar una reducción sobre el 
c-LDL; no son posibles conclusiones más firmes debido a que los datos se 
limitan a estudios individuales y se precisa de más información sobre este 
asunto a largo plazo. 
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C.5.3. Dosis y duración de la suplementación  
 
A pesar de la posible implicación de los EV de la dieta en el metabolismo 
del colesterol, son necesarias dosis suplementarias de EV para lograr una 
reducción máxima del c-LDL. La mayoría de los ensayos clínicos han encontrado 
que el consumo diario de alimentos enriquecidos con formas libres o 
esterificadas de EV reducen las concentraciones séricas de colesterol total, c-LDL 
y la apo B sin que ello afecte a los triglicéridos o el c-HDL en suero (Law, 2000; 
Katan et al., 2003; Ellegard et al., 2007; Van Horn et al., 2008; Demonty et al., 
2009).  
En este contexto, un meta-análisis, que combinó los resultados de 18 
ensayos clínicos controlados, encontró que el consumo de untables enriquecidos 
con un promedio de 2 g/día de EV reducen las concentraciones séricas de c-LDL 
entre un 9% y un 14% (Law, 2000). Otro meta-análisis examinó los resultados 
de 41 ensayos clínicos con alimentos enriquecidos con EV por separado. A dosis 
de, al menos, 2 g/día, ambos EV disminuyeron las concentraciones de c-LDL en 
un 10% (Katan et al., 2003). Ambos meta-análisis concluyeron que los EV 
reducen el c-LDL con una disminución máxima de 8-14% dependiendo de la 
dosis (hasta 2 g EV/día) y un beneficio mínimo más allá de los 2,5 g EV/ día 
(Law, 2000; Katan et al., 2003). Esto está en consonancia con la dosis de 2,15 g 
EV/ día calculada a partir de la disminución máxima de 8,8% en el c-LDL 
mostrado en la curva dosis-respuesta obtenida en el meta-análisis de Demonty 
et al. (2009). El meta-análisis de Moruisi et al. (2006), aunque solo incluyó 
ensayos con sujetos que padecieran hipercolesterolemia familiar, llegó a una 
conclusión similar, dosis de 2,3 g EV/ día en 6,5 semanas redujo el colesterol 
total y c-LDL entre un 7-11% y un 10-15%, respectivamente. Si dosis diarias de 
más de 2,5 g tiene efectos beneficiosos adicionales es una cuestión de 
controversia. En el meta-análisis publicado por Chen et al. (2005) en el que 
fueron estudiados los resultados de 23 ensayos clínicos controlados, el consumo 
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de alimentos enriquecidos con una media de 3,4 g EV/día disminuyeron las 
concentraciones c-LDL en un 11%, que está en el rango de la reducción media 
producida por una dosis diaria de 2 g. Sin embargo, Musa-Velosa et al. (2011) 
han publicado recientemente un meta-análisis en el que se evalúa la eficacia 
para reducir el c-LDL de fitostanoles y fitosteroles en un rango de dosis 
continua. Los autores concluyen que la ingesta de fitostanoles por encima de la 
dosis recomendada de 2 g/día, se asocia con una reducción adicional y 
dependiente de la dosis en el c-LDL. Por otro lado, varios estudios sugieren que, 
si se pretende obtener una reducción clínicamente significativa de c-LDL, la 
dosis de EV no debe ser inferior a 0,8-1,0 g/día (Pelletier et al., 1995; Hendriks 
et al., 1999; Sierksma et al., 1999). Dos recientes meta-análisis de los 
resultados de ensayos controlados aleatorios encontraron que la reducción de c-
LDL fueron mayores en pacientes con niveles basales más altos de c-LDL 
(AbuMweis et al., 2008; Naumann et al., 2008). 
 
El efecto de los EV en el c-LDL se aprecia generalmente durante las 
primeras 2-3 semanas de la intervención y se mantiene estable en las semanas 
siguientes (Miettinen et al., 1995; Hallikainen y Uusitupa, 1999); por otra parte, 
se observa una vuelta a los valores basales de c-LDL un par de semanas 
después del cese del consumo de EV (Miettinen et al., 1995; Christiansen et al., 
2001). Son escasos los estudios realizados con duración superior a 12 semanas, 
a pesar de que la eficacia a largo plazo de los EV se ha demostrado en más de 
una ocasión. Después de 6 meses de consumo de 1,5 g/día, ó 3,0 g/día de EV, 
Christiansen et al. (2011) encontraron una reducción significativa en el c-LDL del 
11,3% y 10,3%, respectivamente, que no varió con la dosis administrada. Esto 
está de acuerdo con la reducción del 11,0% observada en otro estudio en el que 
se ingirieron 1,5 g EV/día en el mismo período de tiempo (Amundsen et al., 
2004). Muy pocos estudios han evaluado si el efecto hipocolesterolémico de los 
EV se prolonga hasta un año. Un estudio de pacientes que reciben sitostanol a 
una dosis de 1,8 g/día durante los primeros 6 meses y 2,6 g/día durante los 
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siguientes 6 meses resultó en una media de reducción anual de colesterol sérico 
de 10,2% y de c-LDL de 14,1% (Miettinen et al., 1995). Hendriks et al. (2003) 
obtuvieron que el consumo de 1,6 g EV/día baja el colesterol total y c-LDL 
durante el período de un año en un promedio del 4% y 6%, respectivamente. 
En un estudio a largo plazo de 85 semanas (De Jong et al., 2008a), el consumo 
de ésteres de fitosteroles y de fitostanoles redujo el c-LDL en un 8,7% y 13,1%, 
respectivamente. En un estudio de 5 años, el uso de EV, sin una dieta 
controlada, produjo efectos beneficiosos en los niveles de colesterol (Wolf et al., 
2006). Al examinar los datos disponibles en la literatura, es evidente que los 
efectos reductores del colesterol de los EV no varían con la duración del 
tratamiento, a pesar de los posibles efectos secundarios a largo plazo, por lo 
que este consumo debe ser evaluado en estudios futuros. 
 
C.5.4. Frecuencia en el consumo diario  
 
Otro factor que puede afectar a la eficacia de los EV en la reducción del 
c-LDL es el número de porciones consumidas durante el día. Hasta ahora, sólo 
dos estudios han comparado directamente los efectos de los EV consumidos una 
vez al día en comparación con la ingesta en 3 veces/día junto con las comidas. 
Plat et al. (2000a) compararon los efectos de 2,5 g de fitostanoles consumidos 
durante 4 semanas no mostrando diferencias significativas entre las dos 
frecuencias, mientras que AbuMweis et al. (2009) compararon los efectos de la 
suplementación de 1,8 g de EV durante 6 días y llegaron a la conclusión que 
para obtener mejores efectos en la reducción de colesterol, los EV se deben 
consumir en pequeñas dosis administradas con mayor frecuencia, en lugar de 
una sola dosis. Sin embargo, cabe señalar que la duración del período 
experimental no ha tenido tiempo suficiente para que la frecuencia de dosis-
efecto se manifieste.  
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Muchos de los estudios que utilizan diferentes matrices en las que se 
evaluó la ingesta de una vez por día de EV encuentran una reducción 
significativa del c-LDL. Cuando se incorporaron ésteres de EV de soja a la carne 
picada, el colesterol total y c-LDL se redujeron en un 9,3% y 14,6%, 
respectivamente (Matvienko et al., 2002). Cuando se incorporaron EV libres a 
una leche baja en grasa y se consumió durante 6 semanas, la reducción de c-
LDL fue superior al 10% (Plana et al., 2008). La eficacia hipocolesterolemiante 
de un yogur que contiene ésteres de fitostanoles también se evaluó durante 3 
semanas. Después de este período, los autores encontraron reducciones 
significativas del colesterol total y c-LDL (Algorta Pineda et al., 2005). Sin 
embargo, otros datos demuestran que una dosis única por la mañana no baja el 
colesterol total y c-LDL (AbuMweis et al., 2006). Un meta-análisis de AbuMweis 
et al. (2008) demostró que el momento de la ingesta de una dosis única de EV 
puede afectar su acción para reducir el colesterol; así, el consumo de una dosis 
única con el almuerzo o la comida principal bajó los niveles de c-LDL, pero no 
antes o con el desayuno. En la determinación de la dosis de la curva de 
descenso de c-LDL en el meta-análisis realizado por Demonty et al. (2009), se 
estudió la posibilidad de un efecto dosis-frecuencia en la reducción del c-LDL. 
Cuando se comparó el consumo de dosis múltiples de EV frente a la dosis única, 
el descenso del c-LDL con dosis múltiples no fue significativamente mayor que 
una sola dosis. Sin embargo, esta frecuencia de dosis-efecto podría estar 
confundida por la dosis porque los tratamientos de dosis múltiples tienden a 
administrar mayores dosis en comparación con los ensayos de dosis única 
(Demonty et al., 2009).  
 
Basado en el principal mecanismo de acción de los EV, se podría 
plantear la hipótesis de que múltiples ingestas diarias, favorecen la presencia de 
colesterol, EV y ácidos biliares en el intestino en varias ocasiones al día, dando 
lugar a una mayor eficacia que una dosis única. En la eficacia de los EV se pudo 
demostrar una variación en la hora del día, posiblemente coincidiendo con el 
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ritmo diurno del metabolismo del colesterol (Cella et al., 1995). Por otra parte, 
la síntesis de ácidos biliares en el organismo humano también tiene un ritmo 
diurno que se encuentra en contraste directo con el ritmo diurno de la síntesis 
de colesterol (Galman et al., 2005). Por lo tanto, hasta que se esclarezcan los 
mecanismos por el que los EV reducen los niveles de c-LDL, en particular en el 
caso de una sola dosis, y hasta que más estudios clínicos, adecuadamente 
controlados confirmen los resultados obtenidos hasta ahora con la 
administración de una vez al día de EV, se recomienda su consumo en dos o 
tres porciones por día.  
 
C.5.5. Matriz alimentaria  
 
En la última década, el mercado mundial de alimentos enriquecidos con 
EV se ha ido ampliando y diversificando. Los primeros productos alimenticios 
utilizados como agentes hipocolesteroemiantes  presentaban un alto contenido 
en grasas, como la margarina, que debido a sus propiedades lipofílicas, fueron 
utilizados para introducir un agente reductor del colesterol. Sin embargo, esta 
propiedad generó una paradoja ya que los productos ricos en grasa no son la 
mejor opción en una dieta saludable. Por esta razón, la industria alimentaria ha 
desarrollado nuevas tecnologías que permiten mejorar la solubilidad de los EV 
en alimentos de bajo contenido graso. Recientemente, se ha evaluado la eficacia 
de los EV incorporados en alimentos de bajo contenido en grasa, tales como los 
productos lácteos. En contraste con las matrices de alto contenido en grasa, los 
alimentos bajos en grasa son fáciles de incluir en una dieta saludable y poseen 
una eficacia similar (Abumweis et al., 2008).  
 
Los EV se han incorporado en matrices de alimentos diversos y se han 
probado bajo muchas dietas diferentes como terapias para disminuir la 
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colesterolemia. En concreto, los EV han bajado de forma variable pero efectiva 
el c-LDL cuando se incorporan a las grasas para untar, bebidas a base de leche 
fermentada, leche baja en grasa, mayonesa, aderezos para ensaladas, aceites 
vegetales, chocolate, zumo de naranja, jugo de verduras, queso, queso fresco, 
carne picada, magdalenas, croissants, pan, refrescos, frituras de maíz, bebidas 
sin grasa, cereales, así como, en forma de cápsulas y comprimidos (Demonty et 
al., 2009). La eficacia de los EV parece ser independiente del porcentaje de 
grasa en la dieta; por lo tanto, actualmente existe una tendencia de incorporar 
los EV en alimentos bajos en grasa con el fin de promover una dieta baja en 
grasa y poder conseguir perfiles de lípidos saludables (Chen et al., 2009).  
A pesar de la variabilidad de la eficacia de los EV en matrices de 
alimentos diversos, el meta-análisis de Demonty et al. (2009) llegó a la 
conclusión de que ni el contenido de grasa de los alimentos, ni la naturaleza de 
los mismos, como lácteos o productos no-lácteos,  afectó significativamente la 
eficacia de los EV en la disminución del c-LDL. Sin embargo, la comparación 
entre alimentos sólidos y líquidos demostró un efecto significativo sobre la curva 
dosis-respuesta, lo que indica que las altas dosis de EV (>2 g/día) en matrices 
sólidas daría mayores reducciones de c-LDL que en los alimentos líquidos 
(Demonty et al., 2009).  
Por el contrario, el meta-análisis de AbuMweis et al. (2008) concluyó 
que la reducción de la concentración de c-LDL dependía del contenido de grasa 
y la forma física de los diferentes alimentos utilizados para la administración de 
EV. Estos autores clasificaron los 59 estudios considerados en cuatro grupos: a) 
grasas para untar, b) mayonesa y aderezos para ensaladas, c) leche y leches 
fermentadas y d) otros (incluido el chocolate, barritas de cereales, bebidas, 
jugos, carne y productos horneados). La incorporación de los EV en los 
untables, mayonesa / aderezo para ensaladas o leche o leches fermentadas se 
asoció con una mayor eficacia en la reducción del c-LDL, lo que sugiere el 
importante papel de la matriz alimentaria que afecta a la reducción del 
colesterol. En esta línea, previamente Clifton et al. (2004) habían demostrado 
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que los ésteres de EV tienen capacidades muy diferentes para reducir c-LDL 
cuando se incorporan a diferentes matrices de alimentos bajos en grasa: leche> 
pan >yogur = cereales para el desayuno. En particular, se demostró que la 
leche baja en grasa fue casi tres veces más eficaz que el pan o los cereales de 
desayuno.  
 
El impacto de las diferentes matrices alimentarias sobre el efecto 
hipocolesterolemiante de los EV aún no ha sido completamente esclarecido. 
Aunque está ampliamente aceptado que las matrices grasas tradicionales tienen 
una eficacia comparable, es un asunto controvertido si las matrices de bajo 
contenido en grasa, sin grasa, o incluso si las matrices no alimentarias pueden 
ser viables para obtener una dosis eficaz de EV. Así, son necesarios más 
estudios para identificar la formulación adecuada de EV que mejore su eficacia 
en los distintos productos alimentarios de aquellos con alto contenido de grasa. 
 
C.5.6. Otros efectos potenciales 
 
Aunque la mayoría de los estudios se han centrado principalmente en 
demostrar que los EV reducen los niveles plasmáticos de colesterol, también se 
ha comprobado que los EV pueden controlar ciertas enfermedades si se ingieren 
en las cantidades necesarias para disminuir la colesterolemia.  
Se dispone de pruebas experimentales y epidemiológicas que indican 
que los EV pueden ser un factor protector frente a ciertos tipos de cáncer de 
colon, mama y próstata (De Jong et al., 2003; Bradford et al., 2007). Este 
efecto protector se basaría en una serie de mecanismos que incluyen efectos 
sobre la estructura y función de la membrana en las células tumorales y del 
huésped, vías de transducción de señales que regulan el crecimiento del tumor y 
apoptosis, función inmunitaria del huésped, y metabolismo del colesterol del 
Introducción 
33 
 
huésped (Awad et al., 2003). Por otra parte, también pueden aumentar la 
actividad de enzimas antioxidantes y por lo tanto reducir el estrés oxidativo 
asociado a esta patología (Woyengo et al., 2009).  
También se han descrito  algunos beneficios para los síntomas urinarios 
asociados a la hiperplasia benigna de próstata, aunque pocos estudios han 
evaluado la eficacia de los EV en hombres sintomáticos de la hiperplasia 
prostática benigna (Berges et al., 2000).  
Varios estudios sugieren que los EV también ejercen acciones como 
inmunomoduladores y tienen efectos sobre las citoquinas pro-inflamatorias. Los 
efectos anti-inflamatorios se han demostrado en algunos estudios donde la 
proteína C reactiva de alta sensibilidad se redujo en un 12-17% (Devaraj et al., 
2006; Athyros et al., 2011). Aunque estos efectos no se han visto en otros 
estudios donde el consumo de EV no cambió los niveles séricos de proteína C 
reactiva de alta sensibilidad (Houweling et al., 2009). 
 
 
C.6. Influencia individual en la eficacia de los esteroles vegetales  
 
Se han observado grandes variaciones sobre los efectos del consumo de 
EV en las concentraciones de c-LDL entre los distintos estudios y sujetos (Katan 
et al., 2003). Estas variaciones no sólo pueden deberse a diferencias en los 
diseños experimentales, sino también a las diferencias en las características 
basales de los sujetos. Se han estudiado varios modificadores potenciales del 
efecto de la suplementación de EV en la reducción de los niveles de c-LDL, como 
son los niveles basales de c-LDL, la dieta, la absorción de colesterol y el perfil 
genético. 
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 Por otra parte, la identificación de los modificadores de la acción de EV 
en la reducción del colesterol ayudará a los individuos que puedan beneficiarse 
más de esta intervención.  
 
C.6.1. Ingesta de colesterol 
 
A los pacientes con hipercolesterolemia se les aconseja limitar su 
consumo de grasas saturadas y colesterol dietético para reducir la concentración 
de c-LDL. Sin embargo, poco se sabe si la ingesta de colesterol influye en la 
eficacia de los EV.  
El aporte de colesterol con la dieta acompañado del tratamiento de EV 
puede alterar el efecto inhibidor de los EV en la absorción del colesterol ya que 
se ha sugerido que el aumento de la ingesta de colesterol con la dieta puede 
mejorar la eficacia de los EV. De hecho, la administración de EV a jerbos 
alimentados con diferentes niveles de colesterol mostró una interacción entre el 
colesterol de la dieta y la actividad de los EV (Hayes et al., 2002). En los seres 
humanos, la eficacia de los EV para reducir el colesterol se ha estudiado de 
forma independiente a niveles altos o bajos de ingesta de colesterol, con 
reducciones similares en el c-LDL y colesterol total. Se observaron reducciones 
del 4% al 9% en el colesterol total y del 8% al 16% en el c-LDL tras la 
administración de diferentes dosis de EV en una dieta baja en colesterol (135-
300 mg/día) (Jones et al., 2000; Maki et al., 2001; Devaraj et al., 2004). Del 
mismo modo, se han observado reducciones de hasta un 9% y 15% en el 
colesterol total y c-LDL, respectivamente, en estudios con EV con una dieta alta 
en colesterol (500 mg/día) (Vanstone et al., 2002; Quílez et al., 2003). Sin 
embargo, sólo unos pocos estudios han comparado directamente dietas altas y 
bajas en colesterol en términos de su efecto sobre la actividad de los EV. 
Mientras que algunos autores han indicado que los niveles bajos de colesterol de 
la dieta atenúan la eficacia de una terapia de dosis bajas de EV o no tienen 
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efecto en absoluto (Denke, 1995; Mussner et al., 2002), otros autores han 
demostrado que los niveles de colesterol en la dieta no tienen un impacto en la 
eficacia de los EV como agentes para reducir el colesterol en sujetos 
hipercolesterolémicos (Kassis et al., 2008). Este hallazgo podría ser de especial 
relevancia, ya que estos pacientes son propensos a continuar con su dieta 
habitual, que puede ser complementada con alimentos enriquecidos con EV. 
 
C.6.2. Genotipo de la apolipoproteína E  
 
La Apolipoproteína E (Apo E) es la principal proteína componente de las 
partículas lipoproteicas ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL) y sus 
remanentes, y también de c-HDL. Sirve como un ligando para la captación de 
estas lipoproteínas a sus receptores (Mahley, 1988). Sin embargo, esas 
funciones no son uniformemente eficaces, ya que la Apo E es altamente 
polimórfica, con tres alelos comunes (ε2, ε3, ε4) del gen Apo E que codifica sus 
tres principales isoformas (E2, E3, E4). Estas proteínas determinan los cambios 
en las concentraciones plasmáticas de Apo E y difieren en su afinidad a sus 
receptores específicos.  
En base a la proporción, cada vez mayor, de portadores del genotipo 
Apo E4 en los casos de eventos cardiovasculares en comparación con los 
controles, un meta-análisis llegó a la conclusión de que existe una asociación 
entre el locus genotipo Apo E y el riesgo de enfermedad cardiovascular; el 
genotipo Apo E4 tienen un mayor riesgo de cardiopatía coronaria en 
comparación con los genotipos Apo E3, mientras que los genotipos Apo E2 
tienen un menor riesgo (Wilson et al., 1996). Si bien los datos epidemiológicos 
que estiman el efecto del genotipo Apo E en el riesgo de enfermedad 
cardiovascular son comúnmente aceptados, las pruebas que apoyan la 
asociación entre la variación de lípidos séricos y el genotipo Apo E no son tan 
convincentes. Estudios observacionales han demostrado que poblaciones 
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fenotípicamente Apo E2 tienen concentraciones de colesterol total y c-LDL 
significativamente más bajas que los Apo E3 y Apo E4 y, al mismo tiempo, los 
Apo E4 tienen niveles significativamente más altos de c-LDL que los Apo E3 
(Schaefer et al., 1994; Howard et al., 1998; Plat y Mensink, 2002b; Nissinen et 
al., 2008).  
Si bien algunas estimaciones indican que el genotipo Apo E es 
responsable de un 7% de las variaciones de la concentración sérica de lípidos 
entre los individuos, el estudio Framingham demostró sólo una variación del 1% 
y el 2,1% de la varianza en los hombres y mujeres, respectivamente, en los 
niveles de c-LDL en respuesta al locus Apo E (Schaefer et al., 1994; Ordovas, 
2009). 
En referencia al efecto de los EV, algunos estudios indican que los EV 
disminuyen el colesterol con mayor eficacia en los sujetos con genotipo Apo E4 
que en los individuos con Apo E3, proporcionando alguna evidencia de un efecto 
del genotipo Apo E (Vanhanen et al., 1993; Miettinen y Vanhanen, 1994; 
Hallikainen et al., 2000). Por el contrario, Sánchez-Muniz et al. (2009) 
concluyeron que los suplementos de EV pueden ser de poco valor en los Apo E4 
aunque la mayoría de estudios no encontraron efectos significativos de los EV 
en función del genotipo. Plat y Mensink (2002b) no observaron una diferencia 
de disminución del c-LDL basada en el genotipo Apo E. En cambio, los 
participantes experimentaron una disminución de -0,42 mmol/l en el c-LDL a 
través del grupo de tratamiento sin importar el genotipo Apo E. Geelen et al. 
(2002) demostraron, en un ensayo con individuos normocolesterolémicos que, a 
pesar de encontrar diferencias en el colesterol total entre los individuos 
portadores del genotipo Apo E4 respecto al Apo E3,  no hubo diferencias 
significativas en cuanto a la eficacia del éster de EV en la reducción del 
colesterol en función del genotipo Apo E. Ishiwata et al. (2002) también 
concluyeron que la respuesta de los ésteres de EV en el descenso de colesterol 
no está influenciada por el genotipo Apo E.  
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C.6.3. Colesterolemia  
 
 En un esfuerzo por maximizar la eficacia de disminución del c-LDL, como 
respuesta individual a la terapia con EV, uno de los factores más influyentes en 
la disminución del c-LDL es el nivel basal de colesterol de los individuos. Los 
resultados proporcionados por diversos estudios no son muy consistentes; se ha 
demostrado que los niveles basales de c-LDL modifican el efecto de los EV en 
algunos estudios (Mussner et al., 2002; Naumann et al., 2003), pero no en otros 
(Weststrate y Meijer, 1998; Maki et al., 2001; Ntanios et al., 2002). 
Recientemente, varios meta-análisis han tratado este tema: AbuMweis 
et al. (2008) publicaron un meta-análisis de 59 ensayos clínicos aleatorizados 
publicados entre 1992 a 2006; los autores concluyen que los niveles basales de 
c-LDL afectan a la magnitud de la reducción de c-LDL después del consumo de 
esterol o estanol vegetal, lo que podría explicar la amplia variación en la 
respuesta observada en estudios previos, y que, el consumo de EV reduce los 
niveles de c-LDL en los individuos adultos de diferentes grupos de edad con 
niveles basales de c-LDL entre normales y altos; Demonty et al. (2009) 
encontraron resultados similares cuando evaluaron el efecto de la edad sobre la 
eficacia, demostrando un claro impacto de las concentraciones de c-LDL basales 
en la magnitud de la disminución absoluta de las concentraciones de c-LDL 
resultantes del consumo de EV; en anteriores meta-análisis (Law et al., 2000; 
Katan et al., 2003) se ha obtenido una mayor reducción con la edad de los 
sujetos, sugiriéndose  que este efecto se debe principalmente al aumento de los 
niveles basales de c-LDL con la edad. El análisis de regresión realizado por 
Demonty et al. (2009), confirmó esta hipótesis ya que al incluir las 
concentraciones basales de c-LDL en el modelo, la edad no tuvo efecto 
significativo; en otro meta-análisis, Wu et al. (2009) también observaron que la 
eficacia de los EV en la reducción de c-LDL difieren de acuerdo a los niveles de 
lípidos basales, de manera que los sujetos con niveles de colesterol total alto, o 
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en el límite alto, se asociaron con mayores reducciones de c-LDL que los sujetos 
con niveles normales de colesterol total. Por último, un meta-análisis 
comprendiendo 5 estudios realizados en el mismo laboratorio, para minimizar la 
variación de la muestra de análisis, mostró que el consumo de éster de 
fitostanol produjo mayores disminuciones absolutas en el colesterol total y c-LDL 
cuando los pacientes tenían mayores niveles séricos basales, pero el porcentaje 
de disminución de colesterol no quedó afectado (Naumann et al., 2008). En 
resumen, existe una creciente evidencia de la mayor reducción en los niveles de 
c-LDL cuando los sujetos presentan altos, o muy altos, niveles iniciales de c-LDL, 
en comparación con aquellos con niveles óptimos, o en el límite alto de 
referencia, pero, a su vez, la reducción en el c-LDL sérico parece ser  un 
porcentaje del colesterol total relativamente constante. 
 
C.6.4. Concentraciones de esteroles vegetales en suero 
 
Las concentraciones séricas de EV normalizadas por el colesterol se 
utilizan como marcadores séricos de la absorción del colesterol debido a la 
correlación entre los valores ajustados de colesterol y la absorción de colesterol 
fraccionado (Tilvis y Miettinen, 1986; Miettinen et al., 1990). Las personas con 
mayores niveles basales de colesterol pueden responder mejor al tratamiento 
con EV ya que estos actúan principalmente disminuyendo la absorción de 
colesterol. Además, se da la premisa inversa de que los individuos con menor 
absorción de colesterol responden mejor al tratamiento con estatinas (Miettinen 
et al., 1998; Gylling y Miettinen, 2002; Thuluva et al., 2005; Fuentes et al., 
2008), aunque Houweling et al. (2009) no encontraron tal asociación.  
Por otra parte, Berge et al. (2002) apuntan que las concentraciones de 
EV parecen ser hereditarias y relacionadas con la función diferencial en el 
transportador ABCG5/G8 encargado de transportar los EV fuera del enterocito, 
quedando de nuevo en el lumen intestinal, impidiendo así la absorción sistémica.  
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A pesar de disminuir la absorción del colesterol, se conoce que la 
administración de los EV aumentan las concentraciones séricas de los mismos 
(Katan et al., 2003). En las personas que consumen cantidades terapéuticas de 
EV (1,5-2 g/día), la naturaleza de la relación entre los EV séricos como 
marcadores biológicos de la absorción de colesterol está alterada, ya que 
aumentan las concentraciones séricas a pesar de la disminución de la absorción 
del colesterol. Por el contrario, la terapia con fitostanoles no podría interrumpir 
la asociación de las concentraciones de colesterol sérico y de EV, ya que los 
fitostanoles son conocidos por dar lugar a un aumento mínimo en las 
concentraciones séricas de fitosteroles, mientras que la suplementación con 
fitosteroles aumenta sustancialmente las concentraciones séricas de los 
fitosteroles (Hallikainen et al., 2000, Jones et al., 2000, De Jong et al., 2008a). 
Incluso a altas dosis de ésteres de fitostanol, las concentraciones séricas de 
campestanol aumentaron ligeramente después de ajustar el control mientras 
que las concentraciones de campesterol ajustado por el control disminuyeron 
significativamente (Gylling et al., 2010), lo que indica una reducción de la 
absorción de colesterol después de un tratamiento con fitostanol. Dado que los 
EV siempre influyen de forma diferente en los niveles plasmáticos de fitosteroles 
y el impacto de los EV séricos elevados, sobre todo los fitosteroles, durante el 
tratamiento podrían aumentar el factor de riesgo para enfermedad coronaria, se 
debe considerar volver a evaluar el uso de fitostanoles frente a los fitosteroles.  
 
C.7. Seguridad y efectos secundarios 
 
La seguridad de los EV se ha confirmado por organismos 
gubernamentales tales como la “Food and Drug Administration” (FDA) en 
Estados Unidos y el Comité Científico de la Unión Europea antes y después de 
aprobar su uso en alimentos funcionales. Así, este Comité recomendó que la 
ingesta de alimentos enriquecidos con esteroles y estanoles vegetales no 
Introducción 
40 
 
debiera exceder de 3 g/día, ya que no había evidencia de beneficios adicionales 
sobre la salud y podría ocasionar efectos no deseados, especialmente una 
disminución en las concetraciones séricas de algunas vitaminas liposolubles y 
carotenoides.  
 
C.7.1. Carotenoides y vitaminas liposolubles  
 
Una cuestión importante que se ha planteado respecto a la eficacia y la 
seguridad del consumo de EV es la disminución concomitante de los niveles 
plasmáticos de sustancias liposolubles, particularmente tocoferoles y 
carotenoides.  
 
Dado que los carotenoides y tocoferoles son transportados principalmente 
en las lipoproteínas, VLDL y LDL, el cambio en las fracciones de lipoproteínas y 
colesterol total podría explicar la disminución de la concentración media de estos 
compuestos. Por lo general, en la mayoría de estudios se suelen referenciar 
estos datos como la proporción de antioxidantes liposolubles normalizada con 
los lípidos, ya sea con el colesterol total o c-LDL ya que así se relaciona la 
cantidad de los carotenoides según las lipoproteínas responsables de su 
transporte (Richelle et al., 2004).  
 
Existen estudios en donde las concentraciones séricas de α y β- caroteno 
se reducen en un 11-24% (Hendriks et al., 1999; Maki et al., 2001; Heggen et 
al., 2010) tras una ingesta de 1,1 a 2,2 g EV/día, mientras que en otros casos la 
reducción de los niveles plasmáticos de carotenoides no es estadísticamente 
significativa (Hallikainen et al., 1999; Plat y Mensink, 2002a). Sin embargo, se 
ha comprobado la existencia de una correlación entre la reducción en la 
absorción de colesterol y la reducción de los niveles de carotenos y licopeno en 
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suero (Plat y Mensink, 2002a). Katan et al. (2003) concluyeron que las 
disminuciones de los contenidos plasmáticos de α-tocoferol y β-caroteno, por 
esta causa, suponen entre el 10% y 25% y que no son mayores a las 
observadas por cambios estacionales (alrededor del 30%). 
 
También se ha estudiado la posibilidad de que los EV disminuyan la 
absorción de 25-hidroxivitamina D, retinol, y vitamina K; sin embargo, no parece 
que sus concentraciones plasmáticas se vean afectadas (Gylling y Miettinen, 
1999; Hendriks et al., 1999, Gylling H et al., 2010). 
 
El efecto secundario de disminución en la absorción de componentes 
minoritarios liposolubles quedaría compensado por una dieta controlada; así 
Raeini-Sarjaz et al. (2002) y Noakes et al. (2002) demuestran que la ingesta de 
carotenoides, correspondiente a la pauta recomendada de cinco raciones de 
frutas y/o verduras al día, es eficaz para mantener los niveles de carotenoides 
de aquellas personas que consumen alimentos enriquecidos en EV. También, la 
adición de pequeñas cantidades de β-caroteno al producto enriquecido en EV o 
incluso la administración de EV en una matriz naturalmente enriquecida con 
vitaminas, como el zumo de naranja, podrían compensar este déficit (Quílez et 
al., 2003; Brufau et al., 2004; Devaraj et al., 2006). Sin embargo, se desconoce 
si la disminución en antioxidantes liposolubles mediada por los EV conduce a un 
deterioro global de las defensas antioxidantes o un incremento del estrés 
oxidativo. 
 
Los posibles efectos secundarios de los EV sobre la función hepática y los 
niveles de vitaminas y hormonas han sido evaluados sin observarse efectos 
adversos (Volpe et al., 2001; Davidson et al., 2001). Tampoco se ha observado 
efecto estrogénico alguno con esteroles (Baker et al., 1999) o estanoles 
(Turnbull et al., 1999). Aunque estudios a largo plazo no han mostrado efectos 
adversos (Lees et al., 1977), el seguimiento epidemiológico de las personas que 
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consumen productos enriquecidos con EV ampliaría el conocimiento en esta 
materia. 
 
C.7.2. Sitosterolemia  
 
Existe una enfermedad genética recesiva, poco frecuente, conocida como 
sitosterolemia, debida a mutaciones de los transportadores ABCG5 y ABCG8, 
que se caracteriza por la presencia de altas concentraciones de fitosteroles en 
plasma (Salen et al., 1979). En este caso, hay una disminución de la excreción 
de colesterol por la bilis, lo que se traduce en una hipercolesterolemia y un 
eventual riesgo de aterogénesis prematura. El mecanismo del efecto 
hipercolesterolémico observado en los sitosterolémicos no está claro, aunque se 
sugiere que los fitosteroles disminuirían la utilización metabólica del colesterol, 
ejerciendo una inhibición competitiva a nivel de la actividad de las enzimas 7-α-
hidroxilasa microsomal y 27-hidroxilasa mitocondrial (Nguyen et al., 1998). En 
estos pacientes, la ingesta de EV como parte de la dieta, o a través de una 
suplementación, está contraindicada (Bjorkhelm et al., 1995). 
 
En conclusión, y excepto en las personas que padecen sitosterolemia, los 
EV son seguros y sus efectos secundarios pueden contrarrestarse fácilmente con 
una suplementación adecuada. 
 
C.8. Biodisponibilidad in vitro e in vivo de esteroles vegetales  
 
El concepto de biodisponibilidad (BD) varía según donde se aplique. En 
nutrición humana la BD se define como la eficiencia con la que los nutrientes 
son utilizados por el organismo y depende de los procesos de digestión de los 
alimentos, absorción de los nutrientes y disponibilidad de los mismos para las 
funciones metabólicas (Schelmmer et al., 1995).  
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En el proceso de BD de los componentes del alimento, se pueden 
diferenciar tres etapas: 
- Disponibilidad química o física del componente en el tracto 
gastrointestinal, es decir, la fracción del componente ingerido que 
está disponible para su posterior absorción (fracción soluble o 
bioaccesible). 
- Absorción en la mucosa intestinal que implica un proceso de difusión 
pasiva o transporte paracelular, no saturable y un proceso de 
captación, o transporte transcelular, por las células de la mucosa 
intestinal. 
- Transformación del elemento en su forma biológicamente activa.  
 
Para estimar la BD de los EV presentes en un alimento, se precisa 
conocer la fracción soluble de éstos después de haber sometido al alimento a un 
proceso de digestión gastrointestinal simulado; parte de los EV solubles serán 
susceptibles de ser absorbidos y utilizados por el organismo (fracción 
biodisponible). 
Los métodos utilizados en los estudios de BD pueden clasificarse en dos 
grandes grupos: in vivo e in vitro. 
Aunque los estudios in vivo son de elección, presentan algunas 
limitaciones e inconvenientes: 
 El balance químico, que estima la diferencia entre la cantidad 
ingerida y excretada de un determinado componente durante un 
cierto periodo de tiempo, es un método largo, laborioso y poco 
preciso, presenta el inconveniente de la dificultad para 
diferenciar en la muestra de heces entre el elemento de origen 
dietético, no absorbido, y el procedente de la excreción 
endógena (Van Campen y Glahn, 1999) 
 Los métodos que utilizan isótopos radioactivos, aunque de 
extraordinaria utilidad, son costosos, requieren de un 
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instrumental sofisticado y se aplican a grupos restringidos de 
población, excluyendo a niños y mujeres embarazadas (Barberá 
y Farré, 1992; Van Campen y Glahn, 1999) 
 Los isótopos estables se emplean con el fin de evitar los 
posibles riesgos para la salud derivados del uso de 
radioisótopos; son más estables en el tiempo y pueden utilizarse 
sin riesgo de contaminación radioactiva, pero son más caros y 
las dosis necesarias pueden ser demasiado altas para que se 
considere un marcador, pudiendo afectar al equilibrio natural del 
organismo (Van Campen y Glahn, 1999; Weaver et al., 1993) 
 El uso de modelos animales para predecir la biodisponibilidad es 
más práctico que los estudios con seres humanos; sin embargo, 
el principal problema radica en que los resultados obtenidos no 
siempre son extrapolables debido a las diferencias entre los 
metabolismos animal y humano, por lo que existen dudas sobre 
la capacidad predictora de la absorción del componente 
considerado en seres humanos (Reddy y Cook, 1991) 
 
La estimación de la BD basada en la cantidad de EV soluble (fracción 
bioaccesible) o dializable, puede ser útil en muchas ocasiones, pero no todo el 
EV soluble, es absorbido. Los sistemas mencionados carecen de un componente 
vivo y éste es necesario para una estimación más veraz de la BD. 
En un esfuerzo para avanzar en la simulación de la situación in vivo, se postula 
la introducción de cultivos celulares en los sistemas in vitro. Ello permite evaluar 
los procesos de transporte y captación del componente objeto de estudio. Una 
de las líneas celulares más utilizada es la correspondiente a las células Caco-2, 
procedente de adenocarcinoma de colon humano y que presenta muchas de las 
características propias del enterocito maduro, cuando un cultivo llega a la 
confluencia (13-15 días post-siembra) (Pinto et al.,1983). 
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La línea celular Caco-2 fue establecida por Fogh et al. (1977), a partir de 
un adenocarcinoma de colon humano, moderadamente bien diferenciado, 
obtenido de un paciente de raza caucasiana de 72 años. Estas células, en 
cultivo, crecen adheridas a un sustrato, formando monocapa. Cuando alcanzan 
la confluencia, se diferencian espontáneamente adquiriendo características 
morfológicas y funcionales del enterocito maduro: organización de las células en 
una monocapa polorizada, uniones intercelulares estrechas y formación de 
domas y actividades de enzimas propias de la membrana de borde en cepillo 
(Pinto et al., 1983). 
 El modelo no está libre de inconvenientes y limitaciones (Wienk et al., 
1999; Ekmekciouglu, 2002), entre ellos: 
 Al tratarse de células procedentes de un adenocarcinoma pueden 
mantener procesos metabólicos cuestionables 
 Presentan mayor resistencia transepitelial que las células del intestino 
delgado y se asemejan más a las del colon 
 La ausencia de una capa de mucina que puede desempeñar un papel 
importante en la absorción intestinal de algunos compuestos. Este tipo 
de células tiene una menor expresión de transportadores, lo que se 
traduce en un proceso de transporte muy bajo, aunque también puede 
ser debido a que en estos sistemas el área de transporte sea pequeña si 
se compara con el área de absorción que ofrece el intestino delgado 
 Habitualmente, se trata de un sistema estático, donde los nutrientes 
transportados no se eliminan del medio, pudiéndose alcanzar un estado 
de saturación. Por el contrario, el sistema in vivo es un sistema 
dinámico ya que el torrente circulatorio elimina los nutrientes de las 
proximidades del enterocito. Este aspecto es especialmente importante 
en el caso del transporte pasivo. Para subsanar este inconveniente se 
ha desarrollado recientemente un sistema dinámico 
multicompartimental, controlado por un ordenador, capaz de reproducir 
el proceso cinético del tracto gastrointestinal, obteniéndose mejores 
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resultados de BD, más reproducibles y comparables a las condiciones in 
vivo. 
A pesar de sus inconvenientes y sus diferencias con respecto a los modelos 
in vivo, este sistema es en la actualidad útil para los estudios de BD y se 
considera un modelo válido de epitelio intestinal. 
 
Los estudios de evaluación de la absorción de EV utilizando el sistema in 
vitro mencionado son muy escasos. Se ha estudiado la captación de sitosterol y 
sitostanol (Palmgrén et al., 2005) y la interferencia de β-sitosterol (a una 
concentración de 20 µM) en la absorción de β-caroteno (Fahy et al., 2004), si 
bien en soluciones patrón. 
 
Se señala que la absorción in vivo de los EV es baja (2-5%) (Igel et al., 
2003) pero se dispone de escasa información al respecto. Los métodos de 
estudio de la BD in vitro, mediante el uso de cultivos celulares, presentan la 
ventaja de permitir controlar más las condiciones del ensayo, además de su 
menor coste económico.  
 
En personas sanas, el colesterol se absorbe en un 56,2 ± 12,1% (Bosner 
et al., 1999). Tradicionalmente, los EV se han considerado compuestos no 
absorbibles, sin embargo, como se ha mencionado previamente, se ha 
demostrado que se absorben, aunque en pequeña proporción. Algunos estudios 
en los que se ha usado β-sitosterol marcado radiactivamente han señalado una 
absorción del 0,6 al 7,5% de la cantidad administrada (Salen et al., 1992; 
Lutjohann et al., 1995).  
 
 Las condiciones más adecuadas para cuantificar la absorción de los EV 
serían administrarlos marcados con deuterio, posteriormente obtener muestra 
de suero, y utilizar técnicas de espectrometría de masas, para la identificación y 
cuantificación de los distintos EV. Ostlund et al., (2002b) aplicando este tipo de 
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metodología han obtenido los siguientes porcentajes de absorción: sitosterol 
0,51%, campesterol 1,9%, sitostanol 0,04%, y campestanol 0,16%. Los 
resultados indican una baja absorción de los EV, en especial de los fitostanoles, 
cuya absorción es aproximadamente un 10% de la correspondiente a los 
fitosteroles. 
 
 En los seres humanos, los contenidos plasmáticos de β-sitosterol y 
campesterol son tan sólo un 0,1-0,14% de los correspondientes al colesterol 
(Miettinen et al., 1990). En los estudios de Weststrate y Meijer (1998) y 
Hallikainen et al. (2000), al suplementar la dieta con 2-3 g EV/día, las 
concentraciones plasmáticas de β-sitosterol y campesterol se incrementan entre 
un 34 y 73%, respectivamente, respecto a los valores iniciales, encontrándose 
en la mayoría de los casos dentro del intervalo de normalidad. En el estudio de 
Hallikainen et al. (2000), los contenidos plasmáticos de estanoles representaron 
entre el 0,003-0,004% de los niveles plasmáticos de colesterol. 
 
 
C.9. Determinación de esteroles vegetales en alimentos y fluidos 
biológicos: metodologías 
 
En la actualidad existe una gran cantidad de alimentos funcionales en el 
mercado adicionados de fitosteroles y/o fitostanoles. El número de productos 
enriquecidos en esteroles con aprobación de su comercialización en la UE parece 
que va en aumento; esto explica que el análisis de esteroles y/o estanoles en 
alimentos enriquecidos adquiera gran importancia (Laakso, 2005). 
 
La metodología clínica habitual de determinación de colesterol (oxidación 
enzimática, reacción colorimétrica y determinación espectrofotométrica) no 
puede diferenciar entre el colesterol y los EV. La medida específica de esteroles 
y/o estanoles vegetales requiere el uso de cromatografía de gases (CG) o 
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cromatografía líquida de alto rendimiento (CLAR) acompañado, en muchos 
casos, por espectrometría de masas (EM) (Patel et al., 2006). 
 
Cabe destacar que, hasta la fecha, no se ha desarrollado ningún método 
de referencia oficial especial para el análisis de fitosteroles o fitostanoles en 
alimentos enriquecidos (Lagarda et al., 2006); las únicas referencias existentes 
son para la determinación de fitosteroles y fitostanoles presentes de forma 
natural en grasas y aceites, como es el caso de los métodos de la Organización 
Internacional para la Estandarización (ISO) 6799 (determinación de la 
composición de esteroles en grasas y aceites por cromatografía gas-liquida), 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC) 2.401 (determinación 
de la fracción insaponificable), etc. El problema en estos métodos, en lo que a 
este estudio concierne, reside en que están desarrollados para el análisis de 
esteroles que se encuentran de forma natural en los alimentos, en los que 
suponen una porción muy minoritaria (aproximadamente el 1% ó menos) 
mientras que en los productos enriquecidos en esteroles/estanoles la 
concentración suele ser superior al 8% de la grasa (Laakso, 2005), además de 
no considerar el efecto de la fracción no grasa del alimento. 
 
Se ha mencionado anteriormente que los EV pueden encontrarse en los 
alimentos de distintos modos (libres, esterificados, glucosilados o acetilados 
glucosilados). Por ello, es importante que la preparación de la muestra permita 
determinar la totalidad de los esteroles, incluidas todas sus formas conjugadas 
(Lagarda et al., 2006). 
 
En el proceso de determinación de EV los pasos más habituales son: 
• Preparación de la muestra:  
- Extracción con disolventes orgánicos de la fracción grasa: la 
metodología a aplicar va a depender de la naturaleza de la matriz, su estado 
físico (líquido o sólido) así como de la forma en la que están los EV.  
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Cuando se trata de EV adicionados, es suficiente una extracción simple. 
Los disolventes más frecuentemente utilizados en alimentos complejos, 
como es el caso de los derivados lácteos, son: cloroformo-metanol-agua, 
cloroformo-metanol, hexano, u otros (Lagarda et al., 2006). 
- Saponificación: antes de la saponificación, es aconsejable la adición 
del patrón interno. Para alimentos enriquecidos puede aplicarse un método 
de  saponificación directa, ya que los esteroles se encuentran en forma libre, 
o esterificada a ácidos grasos. Es adecuada una saponificación en caliente 
(60-80ºC; 45-90 min) con KOH alcohólica (Santos et al., 2006). 
Posteriormente, se extrae la fracción insaponificable con disolventes 
orgánicos (Lagarda et al., 2006). 
  Algunas matrices (entre los alimentos no enriquecidos) necesitan, además, 
una hidrólisis ácida para romper enlaces glucosídicos de los esteroles 
glucosilados (forma habitual en cereales) (Laakso, 2005; Clement et al., 
2010). 
- Elección del patrón interno (p.i.): la razón para la utilización de patrón 
interno es eliminar errores analíticos debidos a fluctuaciones en las 
condiciones instrumentales, u otras variables experimentales; se evitan los 
errores debidos a posibles pérdidas de EV durante la preparación de la 
muestra (Lagarda et al., 2006) y los picos obtenidos en el cromatograma se 
identifican por su tiempo de retención con relación al patrón interno.  
 
Los patrones internos más comúnmente utilizados en la determinación 
de EV son: betulina, colestano, epicoprostanol (5β-colestano-3α-ol) y β-
colestanol (5α-colestano-3β-ol). 
El epicoprostanol no se encuentra de forma natural como esterol 
vegetal, presenta unas buenas propiedades cromatográficas y responde de 
forma similar a los esteroles/estanoles al detector FID, así no son necesarios 
factores de corrección para la cuantificación (Laakso, 2005). 
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El β-colestanol, no puede ser utilizado para el análisis del estanoles 
porque las muestras pueden contener cantidades pequeñas de β-colestanol 
como producto de la hidrogenación del colesterol. 
 
Los problemas que presentan la betulina y el colestano son que su 
composición y estructura química difieren demasiado de los esteroles y, por 
tanto, su respuesta frente el detector FID presenta diferencias frente a los 
esteroles, lo que hace necesario la utilización de factores de corrección para 
la cuantificación (Laakso, 2005). 
- Purificación: las técnicas de purificación sólo son necesarias en algunos 
casos de muestras complejas, como es el caso de cereales que presentan 
enlaces glucosídicos; no suele utilizarse para productos enriquecidos. 
 
• Determinación:  
La técnica más utilizada para la determinación de EV es la CG con 
detector de ionización de llama (FID) y columna capilar de naturaleza poco 
polar; un espectrómetro de masas (EM) como detector resulta de utilidad 
para confirmar la identificación de los picos, así como para su cuantificación. 
La CG es la técnica de elección para le determinación de EV en alimentos y 
dietas, por ser la más efectiva en resolución, identificación y cuantificación 
(Volin, 2001). En algunos casos, se ha utilizado la cromatografía líquida de 
alta resolución (CLAR) con detector de fluorescencia (Lin et al., 2007; 
Maguire et al., 2004).  
 
La forma más habitual de adicionar los EV en bebidas a base de leche es 
esterificados con ácidos grasos, aunque también pueden encontrarse 
pequeñas cantidades en forma libre. La utilización en CG de una columna 
capilar con una fase estacionaria levemente polar, permite una buena 
separación entre los pares del campesterol/campestanol y del 
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sitosterol/sitostanol; esta separación no se alcanza con las fases 
estacionarias totalmente apolares (Laakso, 2005). 
 
- Derivatización de la muestra: 
La separación de EV como tal, sin la derivatización, es también posible, 
pero la resolución de un esterol y de su estanol correspondiente no es tan 
buena como la de sus derivados. De este modo, antes de someter la 
muestra a la CG capilar, los EV se transforman en los derivados 
trimetilsililados (TMS) que presentan mejor resolución, sensibilidad, y 
estabilidad a las altas temperaturas que los esteroles (Lagarda et al., 2006). 
 
Los agentes derivatizantes mas comúnmente utilizados son: N-metil-N-
trimetil-sililtrifluoroacetamida (MSTFA) en piridina anhidra, y bis(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA) conteniendo un 1% de trimetilclorosilano 
(TMCS).  
 
En la tabla nº 2 y 3 se detallan las especificaciones del análisis por CG 
de EV en alimentos y muestras biológicas, respectivamente, publicados en la 
literatura. 
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La importancia en la prevención de las enfermedades cardiovasculares 
en relación con la disminución en c-LDL ha llevado a las distintas sociedades 
científicas a redactar documentos con recomendaciones sobre el control 
lipémico. Si unimos esa necesidad de reducir los niveles de colesterol a la 
capacidad hipolipemiante de los esteroles vegetales (EV) nos encontramos con 
una herramienta más a la hora de tratar de frenar esa grave “epidemia” del 
siglo XXI, que es la enfermedad cardiovascular.  
Aunque el efecto hipolipemiante de los EV era ya conocido hace tiempo, 
ha sido en los últimos años cuando se han encontrado los soportes físicos 
adecuados para su administración, mediante el aumento de su liposolubilidad, y 
la mejora de su palatabilidad, de forma que se asegurara un fácil cumplimiento 
de la suplementación. Este hecho ha favorecido que puedan ser adicionados a 
alimentos tales como margarinas, leches, o leches fermentadas. 
Aunque su mecanismo de acción no se conoce con exactitud, la similitud 
de su estructura con el colesterol le permite ser capaz de ocupar su lugar en las 
micelas intestinales, compitiendo con el colesterol en su absorción, 
produciéndose ésta en pequeña proporción en intestino delgado e inhibiendo la 
absorción de colesterol. 
 El porcentaje de reducción obtenido en el c-LDL tras el tratamiento con 
EV es variable en función del diseño utilizado en cada estudio y depende de la 
dosis, duración del tratamiento, tipo de EV administrado, frecuencia diaria de 
consumo, o matriz en el que se suministra.  
Ante la gran variabilidad de resultados obtenidos y no explicados por los 
diferentes diseños experimentales utilizados, se plantea la existencia de una 
serie de factores, tanto intrínsecos como extrínsecos al individuo, que podrían 
estar afectando la eficacia de los EV en mayor o menor grado. Uno de los 
factores más obvios a tener en cuenta es la colesterolemia de los pacientes, y 
cómo ésta podría estar influenciando la respuesta a los EV.  
Además, aunque los efectos beneficiosos de una dieta saludable sobre el 
perfil lipídico están ampliamente demostrados, existen pocos estudios que hayan 
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evaluado si el contenido de grasa saturada y colesterol de la dieta podría 
modificar la eficacia de la terapia con EV y su propia absorción, ya que éstos 
actúan específicamente sobre la absorción del colesterol, mediante mecanismo 
competitivo. 
Otro factor que puede influenciar la acción de los EV es el genético, que 
determina la respuesta individual. Se ha descrito que la apolipoproteína E 
desempeña un papel fundamental en el metabolismo del colesterol y, por tanto, 
el genotipo de cada individuo podría determinar cómo va a ser la respuesta 
frente a los EV. Sin embargo, existe controversia sobre si un determinado 
genotipo puede proteger al individuo frente al proceso ateriosclerótico y si éste 
puede influenciar la respuesta a los EV. 
Finalmente, está bastante aceptado que el consumo regular de EV 
produce un descenso sérico de algunas vitaminas liposolubles y carotenoides. Si 
esta reducción es capaz de alterar el equilibrio entre los pro-oxidantes y 
antioxidantes es un tema que genera controversia ya que implicaría que el 
consumo de EV, a largo plazo, podría ocasionar un estado de estrés oxidativo 
cuyas consecuencias se desconocen. 
En relación a lo anteriormente expuesto, se plantea si el consumo 
regular de EV durante un periodo de tiempo prolongado produce una reducción 
efectiva de los niveles séricos de colesterol, así como si la dieta habitual influye 
sobre la eficacia de los EV y sobre su absorción, y la influencia de factores 
genéticos en dicha eficacia. Finalmente, conocido el efecto competitivo de los EV 
en la absorción de los carotenoides, interesa averiguar si una dosis terapéutica 
de EV influye sobre parámetros de estrés oxidativo. 
 
Por lo tanto, definida la hipótesis anterior, en el presente trabajo se 
pretende abordar los siguientes objetivos: 
 
1. Evaluar el efecto del consumo regular y prolongado (tres meses) de una 
bebida láctea enriquecida en EV sobre el perfil lipídico.  
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2. Analizar la influencia de diversos factores que podrían afectar la eficacia 
de los EV en población hipercolesterolémica: 
 a. Composición de la dieta en colesterol y grasas saturadas.  
 b. Factores genéticos que determinan la eficacia del transporte 
reverso del colesterol (Genotipo Apo E). 
 
3. Determinar si la ingesta prolongada de EV (tres meses) podría generar 
un estado de estrés oxidativo, por el posible descenso en vitaminas 
liposolubles y carotenoides. 
 
4. Estimar la biodisponibilidad de los EV in vitro e in vivo 
 
Para alcanzar los objetivos indicados, se propone el siguiente plan de trabajo: 
 
- A. Optimización de un método de determinación de EV en bebida láctea 
y en suero por cromatografía de gases con detector de ionización de 
llama (CG-FID). 
- B. Determinación de EV en bebida láctea enriquecida en éstos 
- C. Diseño del estudio clínico de intervención para valorar el efecto de la 
ingesta de una bebida láctea enriquecida en EV 
- D. Valoración de la ingesta a través de encuesta alimentaria y valoración 
antropométrica y bioquímica de los sujetos participantes en el estudio 
- E. Estudio de la influencia del genotipo de la apolipoproteína E 
- F. Evaluación del estrés oxidativo tras una ingesta prolongada de EV 
- G. Estudio de la biodisponibilidad de los EV in vitro e in vivo 
- H. Discusión de los resultados 
- I. Conclusiones 
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A. Optimización de la determinación de EV en bebida láctea y en 
suero por cromatografía de gases con detector de ionización de llama 
(CG-FID) 
 
De la revisión bibliográfica efectuada, se concluye que la técnica más 
ampliamente utilizada en la determinación de EV es la cromatografía de gases 
(CG), con detector FID, y es la seleccionada para este estudio. 
 
A.1. Material y reactivos 
Instrumentación 
- Agitador de tubos Vórtex MS2 Minishaker IKA® 
- Balanza de precisión electrónica, HA-180, AND (error ± 0,0001 g) 
- Bloque calefactor de tubos (Blockheater-Stuart Scientific) 
- Centrífuga con regulador de temperatura (Jouan GT 422) 
- Cromatógrafo de gases Perkin-Elmer Autosystem XL, con detector FID 
Software de integración TotalChrom Workstation versión 6.2. 
- Homogeneizador Polytron PT 2000, Cinemática 
- Rotavapor: Buchi R-200 y baño con recirculación JULABO F12-EC 
 
Material fungible 
- Columna capilar SUPELCO equityTM-5 (poli/ 5% difenil / 95% 
dimetillsiloxano) 30 m × 0,25 mm, 25 µm fase estacionaria 
- Microjeringa 10 µl (MicroliterTM Syringes-Hamilton) 
- Papel de filtro separador de fases. Whatman® 
- Pipetas automáticas de 100 µl y 1000 µl 
- Tubos vidrio 6 ml de fondo redondo con tapón de rosca 
- Tubos vidrio Pyrex® 10 ml de fondo cónico con tapón de rosca 
- Tubos vidrio Pyrex® 10 ml de fondo redondo con tapón de rosca 
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Reactivos  
- N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) con 1% 
trimetilclorosilano (TMCS). Sigma  
- Cloroformo. Merck  
- Etanol absoluto pureza para cromatografía. Merck  
- Hidróxido potásico. Scharlau  
- Sulfato sódico (Na2SO4) anhidro, p.a., riqueza: 99%. Panreac Química 
S.A. Scharlau  
- n-hexano 96%. Multisolvent. Scharlau  
- 2-propanol (isopropanol) 99,9%, Multisolvent. Scharlau  
- Piridina (Sylilation grade). Fluka  
- Patrones de esteroles : 
o Colesterol (5-cholesten-3β-ol). Sigma-Aldrich  
o Epicoprostanol (patrón interno) (5-β-cholestan-3α-ol). Sigma-
Aldrich  
o Campesterol (5-cholesten-24α-methyl-3β-ol). Steraloids  
o β-sitosterol (Stigmast-5-en-3-ol). Fluka  
o Estigmasterol (5,22-cholestadien-24β-ethyl-3β-ol). Steraloids  
 
Disoluciones 
-  Patrón interno epicoprostanol: 0,2 mg/ml en etanol absoluto (para suero) y 1 
mg/ml (para la bebida láctea). 
- Patrón de campesterol: 1 mg/ml en etanol absoluto 
- Patrón de β-sitosterol: 1,8 mg/ml en etanol absoluto 
- Patrón de estigmasterol: 0,95 mg/ml en etanol absoluto 
- Hidróxido potásico en etanol 0,71 M  
- Reactivo derivatizante: BSTFA/Piridina 5:1 (v/v) 
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A.2. Determinación de EV en bebida láctea: Modo operatorio 
 
El método aplicado consiste en la extracción de la grasa con disolventes 
orgánicos, liberación de los EV por hidrólisis alcalina, extracción del 
insaponificable con disolventes orgánicos, derivatización para obtener trimetilsilil 
derivados y separación y cuantificación por cromatografía de gases con FID. 
 
a) Extracción de la fracción grasa (Folch et al., 1957) 
 Se pesa 1 g de la bebida láctea en un tubo pyrex (50 ml) con tapón de 
rosca y forrado externamente con papel de aluminio como preservación de la 
luz; se adicionan 3 ml de isopropanol y 200 µg de epicoprostanol (patrón 
interno). Se agita durante tres minutos con un homogeneizador Polytron, 
mantenido el tubo en baño de hielo. Se adicionan 3,5 ml de hexano y se agita 
durante otros tres minutos de igual forma. A continuación, se centrifuga a 3000 
rpm y 10 ºC durante 10 minutos. 
 Tras pasar por filtro separador de fases, adicionado de sulfato sódico 
anhidro, la fase hexánica se transfiere a un matraz de fondo redondo (50 ml), 
previamente tarado. La fase acuosa e interfase se extraen de nuevo con 3 ml de 
hexano y tras centrifugar (3000 rpm y 10 ºC durante 10 minutos) se reúnen las 
fases hexánicas.  
 Se procede a la evaporación del hexano en rotavapor, a 30 ºC, hasta un 
volumen inferior a 1 ml y se completa la evaporación en corriente suave de N2. 
A partir del residuo obtenido se calcula el porcentaje de grasa. 
b) Saponificación: 
 La grasa obtenida se redisuelve en hexano y se trasvasa a un tubo 
Pyrex (6 ml) con tapón de rosca. Después de evaporar el disolvente con N2 
hasta un volumen de 1,6 ml; se adiciona 1 ml de KOH 0,71 M en metanol. Se 
agita 20 segundos en vórtex, se purga con N2 y se calienta en bloque calefactor 
a 65 ºC durante 1 hora. Después de enfriar, se añaden 1 ml de agua destilada y 
1 ml de hexano y se agita un minuto por inversión. 
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La fase hexánica se filtra (filtro separador de fases, con sulfato sódico anhidro) y 
se transfiere a un tubo cónico, previamente tarado. Tras evaporar bajo corriente 
de N2 se obtiene la fracción insaponificable, procediéndose a calcular el 
porcentaje del mismo en la muestra. 
c) Derivatización: 
 Al insaponificable obtenido se le añaden 100 µl de reactivo 
derivatizante, se purga con N2 y se calienta a 65 ºC, en bloque calefactor, 
durante 1 hora. 
Una vez frío, se evapora el reactivo derivatizante en exceso, mediante corriente 
de N2 y el residuo se redisuelve en 200 µl de cloroformo inyectándose 0,5 µl en 
el cromatógrafo de gases. Las condiciones cromatográficas se indican en la tabla 
nº 4. 
Tabla nº 4. Determinación de EV en bebida láctea y suero por CG (FID).  
 
Condiciones cromatográficas 
Temperatura inyector 280 ºC 
Temperatura detector 300 ºC 
Gas portador Hidrógeno 
Split o Suero: Sin split 
o Bebida láctea: split ratio 1/10 
Presión Hidrógeno 19 psi 
Programa de 
temperaturas 
o 150 ºC durante 3 minutos 
o 30 ºC/min hasta 280 ºC y permanece 23 
minutos 
o 10 ºC/min hasta 295 ºC y permanece 10 
minutos 
Tiempo programa 42 minutos 
Volumen inyección 0,5 µl 
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A.3. Determinación de EV en suero: Modo operatorio  
 
 Para muestras de suero, no se precisa de la extracción previa de la 
grasa; por tanto, el método consiste en la liberación de los EV mediante 
hidrólisis alcalina, extracción del insaponificable con disolventes orgánicos y 
formación de trimetilsilil derivados (Wolthers et al., 1991). 
 
A) Saponificación:  
 Una vez atemperado el suero, se pipetean 100 µl del mismo en un tubo 
Pyrex (10 ml) con tapón de rosca y se añaden 2 µg de epicoprostanol (patrón 
interno) y se procede a la saponificación con 1 mL de disolución de KOH 0,71 M. 
Después de purgar con N2, durante 30 segundos, se calienta en bloque 
calefactor a 65 ºC durante 1 hora. 
 Se deja enfriar a temperatura ambiente y a continuación se añaden 0,5 
ml de agua destilada y 3 ml de n-hexano. Después de agitar con ayuda de 
vórtex durante 30 segundos, se centrifuga a 3600 rpm, a 18 ºC durante 10 
minutos y la capa superior se transfiere a un tubo cónico. Se repite la extracción 
con 3 ml de hexano y tras centrifugar se reúnen las fases hexánicas en el tubo 
cónico, evaporando el disolvente con N2. 
b) Derivatización: 
 Se realiza según se ha descrito en las muestras de bebida láctea 
(apartado A.2.). 
Posteriormente, el residuo seco se disuelve en 30 µl de cloroformo y se procede 
a la inyección en el cromatógrafo en las condiciones indicadas en la tabla nº 4. 
 
A.4. Identificación y cuantificación de EV 
 
- Bebida láctea 
 Para la identificación de los EV en las muestras de bebida láctea, se 
comparan los tiempos de retención con los obtenidos para los patrones. Para 
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confirmar la identidad de los picos se recurre al Servicio Central de Soporte a la 
Investigación Experimental (SCSIE) de la Universitat de València para su 
confirmación por cromatografía gaseosa con detector de espectrometría de 
masas (CG/EM). En la tabla nº 5 se indican las condiciones instrumentales para 
CG/EM. 
 
Tabla nº 5. Determinación de EV en bebida láctea y suero por CG/EM 
 CG-EM 
Aparato 6890N-5973N, Agilent 
Columna ZB-5 ms, 30 m x 0,25 mm; f.e.: 0,25 µm, Penomenex® 
Programa del horno T1=180 ºC, t1=2 min; ∆T1=6 ºC/min; 
T2=250 ºC, ∆T2=5 ºC/min; 
T3= 300 ºC, t3= 20 min 
Gas portador (ml/min) He (1) 
Tª Inyector 280 ºC  
Modo de inyección Sin split 
Detector EM 
Tª de la interfase: 280ºC; ionización por impacto 
electrónico a 70 eV 
(Tª= temperatura; t= tiempo) 
 
 Para la cuantificación de los EV se preparan patrones de campesterol y 
β-sitosterol (EV mayoritarios de la bebida) a partir de las disoluciones de trabajo 
de 1 mg campesterol/ml y 1,8 mg β-sitosterol/ml. 
Se preparan tres patrones, conteniendo 200 µg de epicoprostanol como patrón 
interno. Las curvas de calibrado para cada EV son: 
- Campesterol: 40, 100 y 200 µg 
- β-Sitosterol: 198, 396 y 792 µg 
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- Suero 
 Para la identificación de los correspondientes EV, se comparan los 
tiempos de retención obtenidos con los patrones de EV. Como en el caso del 
producto lácteo, para confirmar la identidad de los picos se recurre al SCSIE de 
la Universitat de València para su confirmación por CG/EM.  
Para cuantificar los EV presentes en suero se preparan las correspondientes 
curvas de calibrado. Para ello, se preparan patrones de campesterol (0,25, 0,5 y 
0,75 µg) y de β-sitosterol (0,45, 0,90 y 1,35 µg). 
 
 Como patrón interno se adicionaron 2 µg de epicoprostanol. Además, se 
adicionaron a todos los tubos de patrones 200 µg de colesterol. La adición de 
colesterol a los patrones tiene como finalidad el que los tiempos de retención de 
los distintos EV queden afectados del mismo modo en muestras y patrones por 
el contenido de colesterol.  
 
A.5. Parámetros analíticos 
 
Para evaluar la calidad del método se determinan sus parámetros analíticos 
 
- Bebida láctea 
 a) Precisión: 
 Se toman tres alícuotas de un mismo envase de Tetra-brick y se aplica 
el procedimiento descrito. Se calculan las correspondientes medias y 
desviaciones estándar. La precisión intra-día se calcula como coeficiente de 
variación (CV) expresado en porcentaje. Para calcular la precisión inter-día, se 
determinan los EV en tres alícuotas de un mismo suero en dos días diferentes y 
se calcula el CV. 
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- b) Exactitud:  
 Se evalúa mediante ensayos de recuperación de patrones adicionados a 
la matriz. Para ello, se preparan 6 alícuotas de la grasa procedente de la bebida 
láctea. A tres de ellas se les adicionan cantidades conocidas de campesterol y β-
sitosterol y, posteriormente, se procede a la determinación de los EV por el 
método propuesto.  
 El porcentaje de recuperación se calcula aplicando la siguiente fórmula:  
 
 %  Recuperación = ((C – Ci) x 100)/ Cad  
Donde C= Contenido encontrado en las muestras adicionadas de EV; Ci = 
Contenido en las muestras sin adicionar; Cad = Contenido de EV adicionados. 
 
- Suero 
 a) Precisión: 
 Se toman tres alícuotas de un mismo suero, y se aplica el método 
descrito. La precisión intra-día se calcula como coeficiente de variación (CV) 
expresado en porcentaje. Para calcular la precisión inter-día, se determinan los 
EV en tres alícuotas de un mismo suero en dos días diferentes y se calcula el 
CV. 
 
- b) Exactitud:  
 Se evalúa mediante ensayos de recuperación de un patrón adicionado a 
la matriz. Para ello, se preparan 6 alícuotas de un suero. A tres de ellas se les 
adicionan cantidades conocidas de EV y a todas ellas se les aplica el método 
descrito en el apartado anterior. El porcentaje de recuperación se calcula 
aplicando la siguiente fórmula: 
 
 % Recuperación = ((C – Ci) x 100)/ Cad  
Donde C= Contenido encontrado en las muestras adicionadas de EV; Ci = 
Contenido en las muestras sin adicionar; Cad = Contenido de EV adicionados. 
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- c) Límite de detección: 
 Se estima por dilución de la concentración del patrón más bajo utilizado 
en la recta de calibrado. 
 
 Una vez puestos a punto los métodos, se aplicaron a la determinación 
de los EV presentes en la bebida láctea suministrada en el ensayo clínico de 
intervención y a la determinación de los EV en sueros procedentes de los 
individuos participantes en el estudio de intervención. 
 
 
B. Diseño del estudio clínico de intervención para valorar el efecto 
de la ingesta de una bebida láctea enriquecida en EV. 
 
Se ha realizado un estudio de intervención dietética en sujetos con 
hipercolesterolemia moderada o normocolesterolemia. 
 
 El estudio consistió en un ensayo paralelo aleatorizado con un diseño de 
tres brazos y tuvo lugar durante un período de 6 meses. En primer lugar, a fin 
de estabilizar los hábitos alimentarios en los grupos que iban a seguir una 
terapia dietética (dieta saludable o dieta saludable más EV), a los individuos 
seleccionados se les administró una dieta saludable, recomendada por la 
Sociedad Española de Arteriosclerosis durante tres meses (indicada en B.2.). 
 
 Después de este período de adaptación, se evaluaron tres grupos de 
intervención: a) un grupo con dieta saludable, la cual incluye 500 ml/día de 
leche baja en grasa (grupo A: dieta saludable), b) otro grupo que siguió una 
dieta saludable y además recibió 2 g de EV/día en 500 ml de leche baja en grasa 
(grupo B: dieta saludable+EV), y c) un grupo que siguió una dieta libre, cuyos 
miembros consumieron 2 g de EV/día en 500 ml de leche baja en grasa y se les 
animó a mantener sus hábitos dietéticos (grupo C: dieta libre +EV).  
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En la figura nº 7 se esquematiza el diseño del estudio clínico. 
n= 75*
Dieta saludable
n= 52**
n= 41
n= 34
Dieta saludable + EV
Dieta saludable
Dieta libre + EV
Grupo A
Grupo B
Grupo C
Basal                                 3 meses                   6 meses
 
* Individuos con hipercolesterolemia moderada sin tratamiento farmacológico 
** Individuos de la población general sin tratamiento farmacológico 
RD: recomendaciones dietéticas de la Sociedad Española de Aterosclerosis 
DL: Dieta libre 
EV: Esteroles vegetales (2 g/día) 
O: Toma de muestra sanguínea 
Figura nº 7. Diseño del estudio clínico de intervención para evaluar la eficacia 
de 2 g/día de EV. 
 
 Se compararon los parámetros lipídicos, EV, y parámetros de estrés 
oxidativo en suero en situación basal y tras los tres meses de intervención y, 
además, se determinó el genotipo de la Apolipoproteína E de cada uno de los 
individuos. 
 
Las muestras para bioquímica se extrajeron y procesaron en el Hospital 
Universitario Doctor Peset (Sección de Bioquímica y Sección de Endocrinología) 
al inicio, a los 3 meses y a los seis meses de la intervención. Los pacientes 
estuvieron en ayunas desde, al menos, doce horas antes de efectuarse las 
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extracciones. Éstas se efectuaron entre las 8:00 y las 10:00 a.m. por 
venopuntura antecubital mediante un sistema de extracción con vacío 
(“Vacutainer”), con estasis mínima. Se utilizaron tubos secos de 5 ml no 
conteniendo ningún anticoagulante para las determinaciones bioquímicas. 
 
 Los tubos secos destinados a las determinaciones bioquímicas se 
centrifugaron a 2000 g durante 15 minutos, a 4 ºC, para separar el suero, 
procesándose las muestras para bioquímica en el día, y almacenándose las 
muestras para el resto de determinaciones en partes alícuotas en criotubos a -
80 ºC hasta su procesamiento. La inclusión tanto de pacientes como de 
voluntarios fue sucesiva durante 2 años, para minimizar la influencia de los 
cambios estacionales. 
 
B.1. Sujetos del estudio 
 
Los sujetos del estudio fueron pacientes con hipercolesterolemia 
moderada y sin tratamiento terapéutico de la misma, con edades comprendidas 
entre 18 y 76 años, seleccionados de forma consecutiva entre los pacientes que 
acudían a la Sección de Endocrinología del Hospital Universitario Doctor Peset 
hasta completar el número necesario. 
 
Los criterios de inclusión para participar en el estudio fueron: 
- Concentración sérica de c-LDL: a) entre 160-190 mg/dl en pacientes 
con menos de 2 factores de riesgo cardiovascular, b) 130-160 mg/dl 
en los pacientes que presentaron 2, o más factores, de riesgo 
cardiovascular. 
- Concentración de triglicéridos <400 mg/dl.  
Los factores de riesgo cardiovascular se definieron como: edad (≥ 45 
años en hombres y ≥ 55 años en las mujeres), con hábito de fumar, 
hipertensión arterial (≥ 140/90 mm Hg), diabetes mellitus, concentración de c-
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HDL <40 mg/dl, e historia familiar de enfermedad cardiovascular (Conroy et al. 
2003; Marrugat et al., 2003; Graham et al., 2007). 
 
A su vez, se seleccionaron voluntarios, preferiblemente con 
hipercolesterolemia moderada (c-LDL <190 mg/dl) y sin tratamiento terapéutico 
de la misma, pertenecientes a la población general de Valencia y con edades 
superiores a 18 e inferiores a 76, sin haber padecido previamente enfermedad 
cardiovascular alguna.  
 
Los criterios de exclusión para ambos grupos fueron: padecer 
enfermedades infecto-contagiosas, procesos agudos que eleven los parámetros 
bioquímicos seleccionados, insuficiencia hepática, enfermedades tiroideas, o 
enfermedades renales. También se excluyeron todas aquellas personas con 
intolerancia a la lactosa o que no mostraran voluntad para asegurar el 
cumplimiento de la ingesta diaria de 500 ml de leche enriquecida.  
 
El estudio se realizó de acuerdo a las directrices establecidas en la 
Declaración de Helsinki, y todos los procedimientos en seres humanos fueron 
aprobados por el Comité de Ética del Hospital. Se solicitó de cada paciente su 
consentimiento informado por escrito para participar en el estudio (ver Anexo II).  
 
 
B.2. Recomendaciones dietéticas 
 
Se realizó un seguimiento clínico de cada paciente al inicio, tras los 3 
meses de adhesión a la dieta propuesta y posteriormente tras los últimos 3 
meses del estudio, para reforzar el seguimiento de la dieta y comprobar la 
ausencia de efectos secundarios de la misma. Así pues, los pacientes que 
siguieron una dieta saludable, baja en colesterol y grasas saturadas, fueron 
monitorizados durante el estudio por una dietista experimentada y recibieron 
instrucciones detalladas escritas y orales sobre su dieta, incluyendo las 
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cantidades precisas que habían de comer y la calidad de los productos 
alimenticios destinados a ser consumidos.  
La dieta recomendada incluyó: un aporte diario de energía próximo a  
8360 KJ (2000 Kcal) para los hombres y 7106 KJ (1700 Kcal) para las mujeres, 
de los cuales,del 18-19% de la energía debía ser aportado por las proteínas, 52-
53% como hidratos de carbono y 29-30% como grasa entre ellas: ≤20% como 
ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) (aportados principalmente por el aceite 
de oliva), <7% de grasa saturada y aporte de ácidos grasos ω-3, a través del 
consumo de pescado a razón de 4 raciones/semana. La ingesta total de 
colesterol debía ser <200 mg/día y <10% de la energía total diaria de azúcares 
simples. Además se recomendó el consumo de 2-3 piezas de fruta/día y el de 
verdura (sin límite), lo que ayudó a cubrir el consumo diario de fibra (entre 20-
30 g).  
La adherencia a la dieta fue comprobada a través de los registros de 
alimentos de 3 días (recopilación de lunes a viernes) y un recordatorio de 
alimentos de 24 horas, al inicio, después del período de adaptación y al final del 
estudio (realizado durante las citas con el dietista). A partir de los datos de 
ingesta de alimentos recogidos, se calculó la energía y los nutrientes con la 
ayuda de la Tabla de Composición de Alimentos editada por la Universidad de 
Granada (Mataix et al., 2003). La base de datos fue creada con el software de 
análisis de dietas AYS44 obtenido por ASDE, SA (Valencia, España). A los 
pacientes se les indicó que durante el estudio deberían mantener su patrón 
normal de actividad física.  
 
 
B.3. Descripción de la bebida láctea utilizada en el estudio 
 
Se contactó con una industria láctea fabricante de productos enriquecidos 
en EV para la elaboración de un producto líquido conteniendo 0,4 g de EV/100 
ml y envasado en Tetra-brick de 500 ml, cantidad de bebida que proporciona 2 
g de EV (cantidad incluida en el intervalo de cantidad diaria estimada eficaz para 
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reducir colesterolemia (Expert panel on detection, evaluation, and treatment of 
high blood cholesterol in adults, 2001)). 
Los ingredientes de la misma fueron: leche desnatada (98%), aceites 
vegetales (girasol y maíz) (1,5%), ésteres de EV (0,67%, que expresados como 
EV corresponde a 0,4%), emulgente (E-435), estabilizadores (fosfatos y 
polifosfatos de sodio), vitaminas E, A, D. 
En la tabla nº 6 se recoge la composición nutricional indicada por el 
fabricante. 
Para la caracterización de los fitosteroles presentes en la bebida láctea, se 
tomaron muestras de tres lotes de fabricación distintos, analizándose tres 
alícuotas de cada uno de los lotes. 
Tabla nº 6. Bebida láctea enriquecida en EV. Información nutricional por 100 
ml. 
Energía 201KJ/48 Kcal 
Proteína 3,2 g 
Carbohidratos 4,7 g 
          De los cuales azúcares 4,7 g 
Grasas*  1,80 g 
          Saturadas 0,25 g 
          Monoinsaturadas 0,50 g 
          Poliinsaturadas 1,05 g 
Colesterol Trazas 
Fibra 0 g 
Sodio 0,06 g 
* excluyendo 0,4 g de EV, los cuales no contribuyen al valor energético 
 El grupo de individuos que siguió únicamente las recomendaciones 
dietéticas (Grupo A) recibió una leche semidesnatada disponible en el mercado 
con una composición similar de macronutrientes y energía a la que consumen el 
grupo de individuos suplementados con EV. A todos los pacientes se les 
recomendó consumir la leche suministrada en dos tomas al día, a ser posible 
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con las comidas. El cumplimiento se evaluó mediante entrevistas a los pacientes 
y del contaje de los envases sin abrir devueltos a la consulta, y fue evaluado 
como porcentaje de porciones consumidas programado. El incumplimiento se 
definió como el consumo de <80% de las raciones programadas durante el 
período de estudio.  
 
B.4. Determinación de parámetros antropométricos 
 
 Se determinó el peso de los individuos sin zapatos, mediante una 
báscula (con estimación de 0,1 kg), así como la talla (con estimación de 0,5 cm), 
sin zapatos y con la cabeza alineada siguiendo la línea trago-comisural. A partir 
de ambos valores se calculó el índice de masa corporal (IMC = peso en kg / 
(talla en cm)2). También, se determinaron el perímetro de la cintura en la línea 
media entre el margen costal inferior y la cresta ilíaca, a nivel de la espina ilíaca 
antero-superior (con ayuda de una cinta métrica, con estimación de 0,5 cm), y 
el perímetro de la cadera a nivel de los trocánteres mayores (con estimación de 
0,5 cm), calculando a partir de ambos valores el índice cintura/cadera (ICC).  
Se calculó la tensión arterial realizando la media de tres mediciones basales en 
decúbito supino, con un esfigmomanómetro. La esfingomanometría se realizó 
según las recomendaciones del “The Sixth Report of Joint National Committee” 
(1997).  
 
 
B.5. Determinación de parámetros bioquímicos 
 
 Tanto de las muestras de suero obtenidas al inicio, como a los tres y 
seis meses de la intervención se determinan los siguientes parámetros 
bioquímicos: colesterol total y triglicéridos por método enzimático (Allain et al., 
1974; Bucolo y David et al., 1973), y c-HDL por precipitación directa (Sugiuchi et 
al., 1995) mediante un autoanalizador Beckman LX-20 (Beckman Coulter, La 
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Brea, CA, USA). El coeficiente de variación intraensayo fue inferior a 3,5% para 
todas las determinaciones. La concentración de c-LDL se calculó por la fórmula 
de Friedewald (c-LDL = colesterol total – c-HDL – (triglicéridos/5)) (Friedewald 
et al., 1972), siempre que los niveles de triglicéridos fueran inferiores a 300 
mg/dl. La concentración de colesterol no HDL fue obtenida calculando la 
diferencia entre el colesterol total y el c-HDL. Las apolipoproteínas (Apo) A-I y B 
fueron determinadas por inmunonefelometría (Dade Behring BNII, Marburg, 
Germany), para las cuales el coeficiente de variación intraensayo fue inferior a 
5,5%. 
 
 El tamaño de las partículas LDL se determinaron por electroforesis en 
gradiente en gel de poliacrilamida (2-16%) de acuerdo con el método descrito 
por Nichols et al. (1986), con ligeras modificaciones. Las muestras de suero (10 
µl) se tiñeron con una solución de etilenglicol y 0,1 (p/v) de negro Sudán 
(Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, MO, EE.UU.) y se cargaron en el gel a una 
concentración final del 10% de sacarosa. La electroforesis se realizó en una 
celda refrigerada (4-8 ºC) durante una pre-electroforesis de 60 minutos a 120 V, 
seguido de 30 minutos a 20 V, 30 minutos a 70 V, transcurrido la cual las 
muestras se sometieron 15 horas a 90 V. Como controles se utilizaron dos 
sueros medidos por resonancia magnética nuclear que contenían tres fracciones 
cuyos diámetros eran de 28,4 nm, 26,2 nm y 24,4 nm. Los geles fueron 
escaneados, y se midieron las distancias de migración (de la parte superior del 
gel a la banda más importante). El diámetro de las partículas LDL predominante 
de cada muestra se calculó a partir de una recta de calibrado. Las subclases de 
partículas LDL fueron clasificadas como LDL pequeñas y densas, o patrón B 
(diámetro <25,5 nm) y LDL grandes, o patrón A (diámetro ≥25,5 nm) (Austin et 
al., 1988). El coeficiente de variación intra-e inter-gel fue inferior a 1. En la 
figura nº 8 se muestra una imagen del gel de poliacrilamida obtenido. 
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Figura nº 8. Imagen representativa de las bandas de c-LDL utilizando un gel de 
poliacrilamida en gradiente (2-16%). Las bandas 1, 2, 4, 7 y 10 coresponden a 
muestras con un patrón A, mientras que las bandas 3, 8 y 9 corresponden a 
muestras con un patrón B y las bandas 5 y 6 corresponden a dos controles con 
3 bandas de diámetros conocidos (C1: 28,4 nm y 26,2 nm y C2: 24,4 nm). 
 
B.6. Determinación del genotipo de la apolipoproteína E 
 
 Para evaluar el efecto de Apo E en su respuesta al tratamiento, los 
sujetos fueron clasificados en tres grupos:  
a) E2: E2/E2, E2/E3 y E2/E4  
b) E3: E3/E3  
c) E4: E3/E4 y E4/E4 
 En primer lugar se extrajo el ADN según el método de Miller et al. 
(1988), almacenándose a -80 ºC hasta su análisis. El genotipo de la Apo E fue 
identificado después de la amplificación por PCR de un fragmento de 244 pb 
utilizando como oligonucleótidos: forward-5’ # 
ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’ # y reverse-5’ 
#TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’ #. Se realizó una reacción de PCR en un 
volumen total de 25 µl que contenía 0,3 mM de cada cebador, 0,2 mM de cada 
dNTP, 1x buffer Taq, 2 mM MgCl2, 100 ng de DNA genómico y 2,5 U Taq 
polimerasa (Netzyme, Valencia, España), utilizando un termociclador Master-
Cycler (Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, EE.UU.). Cada mezcla de 
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reacción se calentó a 94 ºC durante 30 segundos, 64 ºC durante 30 segundos, y 
72 ºC durante 35 segundos. En total, se realizaron cuarenta ciclos. Se realizó un 
último ciclo a 72 ºC durante 5 min. Se tomaron 8 µl del producto de la PCR y se 
realizó una digestión con enzimas de restricción (0,4 U de la endonucleasa de 
restricción Hha I) durante 4 horas a 37 ºC. Se realizó una electroforesis en gel 
de poliacrilamida (8%) para separar los fragmentos resultantes de la digestión. 
Después de la electroforesis, se trató el gel con una tinción de plata para 
visualizar los fragmentos de ADN.  
 
 
B.7. Evaluación del estrés oxidativo tras una ingesta prolongada de EV 
 
B.7.1. Susceptibilidad a la oxidación de las LDL in vitro 
 
 La oxidación del c-LDL fue evaluada mediante la monitorización de la 
formación de dienos conjugados tras la oxidación catalizada por Cu2+ in vitro 
según Esterbauer et al. (1989). En resumen, primero se aisló el c-LDL usando 
una columna de adsorción de LDL con dextran sulfato (Liposorber® LA-15 
System Facts, Kaneka America Corp, NY, EE.UU.). A continuación se eliminaron 
las sales, haciendo pasar las muestras de c-LDL a través de una columna de 
poliacrilamida (Bio-Gel P6, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Las 
muestras se diluyeron con un tampón fosfato salino (pH 7,4) a una 
concentración final de 100 µg LDL Apo B/ml y se incubaron con 5 µM Cu2+ a 37 
ºC durante 5 horas. La formación de dienos conjugados se determinó mediante 
una monitorización espectrofotométrica continua cada 2 minutos a 234 nm.  
 En la oxidación se distinguen tres fases: a) fase inicial de latencia 
(consumo de antioxidantes endógenos), b) fase de propagación (rápida 
oxidación de ácidos grasos insaturados a hidroperóxidos lipídicos) y c) fase de 
descomposición (formación de compuestos secundarios de la oxidación ej. 
aldehídos reactivos como malondialdehído, 4-hidroxinonenal) (Mertens y 
Holvoet, 2001). Durante las fases inicial, de propagación y al inicio de la fase de 
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descomposición, el curso temporal de la formación de dienos refleja plenamente 
el perfil de lípidos hidroperóxidos en el tiempo (figura nº 9) (Esterbauer et al., 
1992). Esta técnica in vitro no mide la presencia de productos de oxidación en 
las lipoproteínas, sino que proporciona una medida de la susceptibilidad 
intrínseca (tiempo de retardo) de la lipoproteína de ser oxidada (Esterbauer et 
al., 1992). El tiempo de latencia fue estimado como el tiempo de incubación 
correspondiente con la intersección de 2 líneas que representaban los cambios 
en la densidad óptica; una a través del inicio, curva aumentando ligeramente, 
que representa el consumo de antioxidantes endógenos, y la otra, curva 
aumentando rápidamente, que representa la fase de propagación de la 
oxidación de las LDL (Esterbauer et al., 1989). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura nº 9. Curva continua de medida de oxidación de LDL por absorción de 
dienos conjugados a 234 nm. 1. Fase de latencia; 2. Fase de propagación; y 3. 
Fase de descomposición. 
 
B.7.2. Evaluación de la capacidad antioxidante total  
 
- Ensayo TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox) 
 Se realizó mediante un kit comercial (Antioxidant Assay Kit, ref. 709001) 
basado en técnicas enzimático-colorimétricas suministrado por Laboratorios 
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). 
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 En esta técnica se hace reaccionar la ferrimioglobina y el ABTS (2,2’-
azino-di-[3-etilbenzotiazolín sulfonato]) para obtener el radical catión ABTS·+, 
que presenta color verde-azulado, cuya intensidad de color puede medirse en 
espectrofotómetro a 750 nm. La presencia de antioxidantes en la muestra inhibe 
la formación de este catión, de modo que se producirá una reducción en la 
intensidad de la coloración, proporcional a la concentración de antioxidantes de 
la muestra (Miller et al., 1993; Miller y Rice-Evans, 1997). La capacidad de los 
antioxidantes en la muestra para evitar la oxidación de ABTS® se compara con la 
de Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico), que es el 
antioxidante patrón de uso más generalizado, y se cuantifica como equivalentes 
de Trolox (mM). 
 
 La determinación de los antioxidantes totales se realizó de acuerdo a las 
las indicaciones del fabricante. A cada uno de los pocillos de la placa (96 
pocillos) se añaden 150 µl de cromógeno (disolución de ABTS®), 10 µl de 
metamioglobina y a continuación 10 µl del patrón Trolox, blanco y muestra, 
convenientemente diluida con tampón fosfato salino para que la medida de 
absorbancia se encuentre dentro del intervalo de linealidad. La dilución 
seleccionada para los sueros es de 1/25. Se añaden 40 µl de la solución de 
trabajo de peróxido de hidrógeno a todos los pocillos, se agita durante 5 
minutos a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 750 nm. Las 
determinaciones se realizan por duplicado. 
 La cuantificación de la velocidad de reacción se realiza mediante una 
recta de calibrado determinando la absorbancia promedio de los patrones en 
función de la concentración de Trolox final (0; 0,044; 0,088; 0,135; 0,18; 0,225; 
0,330 mM).  
 La concentración de antioxidantes de las muestras se calcula mediante 
la ecuación obtenida a partir de la regresión lineal de la curva estándar 
mediante la interpolación de los valores de absorbancia media para cada 
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muestra en la ecuación. La capacidad antioxidante se expresa en equivalentes 
de Trolox (mmol/L). 
 
B.7.3. Evaluación de la actividad oxidante  
 
- Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 La actividad oxidante se evaluó mediante la determinación del 
malonildialdehído (MDA) como producto de la peroxidación lipídica, siguiendo la 
técnica del ácido tiobarbitúrico y sustancias que reaccionan con él (TBARS) 
(Janero, 1990; Jentzsch, 1996; Lefevre et al., 1998). Se preparan, en tubos 
eppendorf, los patrones de concentraciones crecientes de MDA, a partir de la 
disolución madre de MDA (1,1,3,3-Tetraetoxipropano, SIGMA) (0, 1, 3, 5 y 10 
µM). 
 Una vez preparados, se pasan 50 µl de cada uno de los patrones a 
tubos de vidrio, en los que se realiza el resto de la técnica. 
 Las muestras a analizar se mantienen almacenadas en criotubos. De 
ellos, se toma un volumen de 50 µl que se travasan a tubos de vidrio. Una vez 
los distintos patrones y muestras están en estos tubos de vidrio, se añaden 80 
µl de Sodium Dodecil Sulfate 7% (SDS), 800 µl de HCl 0,1 N, 120 µl de ácido 
fosfotúngstico 1% y finalmente se añaden 400 µl de TBA 0,67%, de tal forma 
que se obtiene el complejo MDA-TBA. Se mezcla, se tapa y se calienta a 98 ºC 
durante 1 hora (en oscuridad). A continuación, se añaden 800 µl de n-butanol, 
se centrifuga a 2800g durante 10 minutos y por último se cargan 250 µl en una 
placa microtitter y se lee la fluorescencia (Fluoroscan Ascent FL) a una longitud 
de onda de excitación de 544 nm y de emisión de 593 nm. 
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C. Evaluación de la biodisponibilidad de esteroles vegetales  
 
C.1. Biodisponibilidad in vitro 
 
C.1.1. Cultivo celular (Línea celular Caco-2)  
 
 Las células Caco-2 son una línea de células tumorales. Fue establecida 
en 1977 por Fogh y sus colaboradores a partir de adenocarcinoma de colon 
humano obtenido de un paciente de raza caucasiana de 72 años. 
 Se caracterizan por ser capaces de diferenciarse adquiriendo las 
características del enterocito maduro (organización de las células en una 
monocapa polarizada, uniones intracelulares estrechas y formación de domas 
cuando crecen adheridas a soportes impermeables). Son por ello herramientas 
útiles para el estudio in vitro de la función y diferenciación de las células 
intestinales, concretamente para estudios de captación y transporte de 
componentes de alimentos (Pinto et al., 1983). 
 Las células Caco-2, utilizadas en este estudio, proceden de la Colección 
Europea de Cultivos Celulares (ECACC; número 86010202, Salysbury, UK). 
Todos los cultivos se utilizan entre los pases 53 a 71. El mantenimiento de las 
células se lleva a cabo en frascos de 75 cm2 a los que se adiciona 15 ml de 
Medio mínimo Esencial (MEM) enriquecido con 10% (v/v) de suero bovino fetal, 
1% (v/v) de aminoácidos no esenciales, 1% (v/v) de antibióticos, 1% (v/v) de 
L-glutamina, 1%(v/v) de HEPES, 1% (v/v) de piruvato sódico y 0,4% (v/v) de 
fungizona. Las células se incuban a 37 ºC, en atmósfera con 95% de humedad 
relativa y con un flujo de CO2 de 5%. El medio de cultivo se cambia cada 2 días. 
Una vez el cultivo alcanza el 70% de confluencia, se elimina el MEM por 
aspiración y la monocapa celular se lava con 10 ml de una disolución fosfato 
tamponada (PBS) para eliminar restos de medio de cultivo y las células no 
viables. 
 Para despegar la monocapa celular, se adicionan 10 ml de una 
disolución de Tripsina-EDTA, previamente atemperada a 37 ºC. Se deja actuar 
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durante 1-2 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se elimina por 
aspiración. El frasco se incuba durante 10 minutos a 37 ºC, en atmósfera con 
95% de humedad relativa y con un flujo de CO2 de 5%. Transcurrido ese 
tiempo, se recogen las células resuspendidas en MEM. Se toma una alícuota de 
la suspensión celular donde se lleva a cabo el recuento y se determina la 
viabilidad celular. 
 Para los ensayos de citoprotección, las células se siembran a una 
densidad de 5x104 células viables cm-2 en placas de 24 pocillos y se incuban a 
37º C, 5% CO2 y 95% de humedad relativa, cambiando el medio cada 2-3 días 
hasta alcanzar la diferenciación celular (15-18 días postsiembra), estado en que 
presenta la máxima actividad enzimática de los enzimas del borde en cepillo 
(Jovani et al., 2001). 
 
 
C.1.2. Viabilidad celular 
 
 La viabilidad se determina mediante tinción con azul tripán (técnica de 
exclusión de colorante). Este ensayo permite determinar viabilidad y 
proliferación celular evaluando la integridad de membrana celular. Distingue 
entre células vivas y muertas, ya que el azul tripán sólo penetra en células 
muertas/no viables. 
 Se retira el medio de cultivo y las células se despegan con disolución de 
Tripsina-EDTA. A continuación, se agita bien la suspensión celular y se pipetean 
volúmenes iguales de la suspensión celular y de la disolución de azul tripán en 
un tubo Eppendorf. Tras agitar la mezcla, se transfiere una alícuota a uno de los 
compartimentos de una cámara Neubauer. Se cuentan, mediante microscopio 
invertido, células totales (vivas y muertas), así como células teñidas (muertas). 
Para un recuento más exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cámara 
y obtener la media aritmética de los recuentos. 
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Los porcentajes de viabilidad celular y de inhibición de la proliferación celular se 
calculan mediante las siguientes fórmulas: 
Viabilidad (%) = (nº células viables/ nº células totales) x 100 
 
 
C.1.3. Funcionalidad mitocondrial (test MTT) 
 
 La funcionalidad de las mitocondrias se evalúa con el test MTT (ensayo 
de reducción del bromuro de 3-(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico) que 
proporciona una medida parcial del metabolismo celular. La reducción de MTT a 
formazán insoluble en las células viables está catalizada por deshidrogenasas 
mitocondriales acopladas al proceso de fosforilación oxidativa en la cadena 
respiratoria (Ekmekcioglu et al., 1999). 
 Se adiciona MTT (concentración final de 0,5 mg/ml en PBS), y se incuba 
(37 ºC, 5% CO2 y 95% de humedad relativa) durante 2 horas. Se elimina el 
sobrenadante y la monocapa celular se lava con PBS. Se adicionan 2 ml de una 
disolución de isopropanol ácido y Tritón 10% (v/v), y se agita durante 5 minutos 
para disolver el formazán insoluble. Se mide la absorbancia a 570 nm frente a 
aire y el valor obtenido se corrige con la sustracción de fondo a 690 nm. Los 
resultados se expresan como porcentaje de absorbancia con respecto al control. 
 
C.1.4. Ciclo celular: análisis del contenido de ADN  
 
 El ciclo celular es la secuencia cíclica de etapas por las cuales una célula 
coordina el proceso de duplicación de ADN y división celular. Generalmente, 
podemos diferenciar cuatro fases denominadas G1, S, G2 y Mitosis. El período 
G1, llamado primera fase de crecimiento, se inicia con una célula hija que 
proviene de la división de la célula madre. La célula aumenta de tamaño, se 
sintetiza nuevo material citoplasmático, sobre todo proteínas y ARN. El período S 
o de síntesis, en el que tiene lugar la duplicación del ADN, el contenido total del 
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ADN se incrementa del valor diploide de 2n al valor completamente replicado de 
4n. El período G2, o segunda fase de crecimiento, se sigue sintetizando ARN y 
proteínas; el final de este período queda marcado por la aparición de cambios 
en la estructura celular que nos indica el principio de la mitosis o división celular. 
El período de tiempo que transcurre entre dos mitosis, y que comprende los 
períodos G1, S y G2, se le denomina Interfase. El análisis mediante citometría de 
flujo de la tinción selectiva de los ácidos nucleicos ADN y ARN con los 
fluorocromos Hoeschst 33342 y Pironina Y respectivamente, permite evaluar el 
contenido total de los mismos y estudiar la proporción celular en las distintas 
etapas del ciclo celular (Halicka et al., 2000; Thornley et al., 2001; Janumyan et 
al., 2003). 
 Se despega la monocapa celular con una disolución de Tripsina-EDTA 
(2,5 g/l) y se recogen las células con 1 ml de una disolución de PBS:etanol 1:3 
(v/v), se mantiene durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 
1200 rpm durante 10 minutos. A continuación, se elimina el sobrenadante por 
decantación, se adicionan 0,7 ml de la disolución de Hoescht 33342 (1 µg/ml) y 
se incuba durante 15-20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
adicionan 0,7 ml de la disolución de Pironina Y (2 µg/ml) y se incuba durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se homogeniza y se analiza 
mediante citometría de flujo (Hoechst λ excitación: 346 nm – λ emisión: 460 nm; 
Pironina Y λexcitación: 555 nm – λemisión: 580 nm). 
 
 
C.1.5. Ensayos de captación y transporte 
 
 
 Las células se siembran en pocillos bicamerales sobre membranas de 
policarbonato (24 mm diámetro, tamaño de poro de 0,4 µm; Transwell, Costar 
Corp., NY, EEUU), con 2 ml de MEM en la cámara basal y 1,5 ml de la 
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suspensión celular en la cámara apical. En la figura nº 10 se muestra el sistema 
bicameral empleado para los estudios de captación y transporte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº10. Sistema bicameral empleado para los estudios de captación y 
transporte en células Caco-2.  
 
 Una vez alcanzada la diferenciación celular (15-18 días postsiembra), el 
medio de cultivo se aspira y la monocapa celular se lava con PBS. En la cámara 
basal se adiciona 2 ml de MEM como medio aceptor, y en la cámara apical 1,5 
ml entre las disoluciones patrón y el medio de cultivo. Basándonos en el estudio 
de Fahy et al. (2004) según el cual la concentración máxima de exposición a 
sitosterol sin daño celular es de 20 µM, se han adicionado los µl pertinentes de 
disoluciones patrón para no superar esta concentración, así como se han 
añadido patrones de carotenoides (0,03 µM) junto con los fitosteroles para 
evaluar si influyen en la biodisponibilidad de los EV. Las disoluciones patrón se 
adicionan con medio de cultivo (1,5 ml, en total, en la cámara apical). 
 
 Se utilizan placas de 6 pocillos para cada muestra, dejando uno de los 
pocillos con adición solo de medio de cultivo en la cámara apical que se toma 
como blanco. Los cultivos se incuban durante 24 horas a 37 ºC, 5% CO2 y 95% 
de humedad relativa. Transcurrido este tiempo se recoge por aspiración el 
Compartimento apical 
Monocapa celular 
Soporte microporoso Compartimento basal 
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contenido de las cámaras apical. La monocapa celular se lava 3 veces con PBS, 
se despega con una disolución de SDS y se recogen en tubo de Pyrex de 10 ml. 
 Los medios basales se recogen en tubos de Pyrex de 25 ml. Por un lado 
se recoge el blanco y por otro se reúne el contenido de los basales de los 5 
pocillos restantes. En la monocapa celular se determina el contenido de 
campesterol y β-sitosterol. El porcentaje de retención de EV se estima a partir 
de la relación entre los contenidos de campesterol y β-sitosterol hallados en la 
monocapa celular y los adicionados al cultivo. El porcentaje de transporte se 
estima a partir de la relación entre el contenido de esteroles hallados en el 
medio basal y el contenido al que se expone el cultivo. 
 
C.1.6. Determinación de esteroles vegetales por CG  
 
Extracción de esteroles vegetales de la monocapa celular y medio basal 
 
 A la monocapa celular recogida en tubos Pyrex de 10 ml de fondo 
redondo con tapón de rosca se adicionan 3 ml de metanol y se agita en vortex 
durante 3 minutos. Tanto a la monocapa celular así como a los medios basales 
se les adicionan 2 µg de patrón interno.  
 El método aplicado para la determinación de EV corresponde al que se 
ha descrito anteriormente para el suero en el apartado A.3. 
 
C.1.7. Determinación de proteínas en el cultivo celular 
 
Los resultados se expresan como µg/mg proteína, por lo tanto es necesario 
determinar el contenido proteíco de la monocapa celular, utilizando para ello el 
método de Lowry et al. (1951). El método se basa en la formación de un 
complejo entre el cobre y los enlaces peptídicos de las proteínas. A 
continuación, se añade el reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (ácido 
fosfomolibdotúngstico), el cual reacciona con los residuos de aminoácidos 
aromáticos (tirosina), lo que sumado al complejo anterior proporciona intensa 
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coloración azul (con máximo de absorción a 750 nm). La determinación de 
proteínas se realiza según se indica en la tabla nº 7 utilizando albúmina de 
suero bovino (ASB) como patrón. 
 
Tabla nº 7. Determinación de proteínas totales 
 B P1 P2 P3 P4 P5 P6 Muestra 
ASB 0,2 mg/ml 
(ml) 
-- 0,05 0,10 0,30 0,40 0,50 0,70 -- 
Homogeneizado 
celular(ml) 
-- -- -- -- -- -- -- 0,05 
H2O (ml) 
0,7
0 
0,65 0,60 0,40 0,30 0,20 -- 0,65 
Lowry A+B (1:1 
v/v) (ml) 
2,5
0 
2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 
B= blanco; P1-P6 = disoluciones patrón de ASB 
 
Tras la adición de cada una de las disoluciones se agita por inversión y se 
deja a temperatura ambiente 10 minutos. Se adicionan 0,25 ml del reactivo 
Folin-Ciocalteu 1N y se agita por inversión. Se deja a temperatura ambiente, 
durante 30 minutos y se mide la absorbancia a 750 nm. 
 
 
C.2. Biodisponibilidad in vivo 
 
 El incremento en las concentraciones séricas de EV tras la ingestión de 
la bebida rica en EV constituye una estimación de la biodisponiblidad (BD) de 
estos EV.  
El porcentaje de cambio de un determinado EV en suero respecto al valor 
basal en los distintos grupos de pacientes analizados tras el tratamiento 
dietético se calculó mediante la fórmula siguiente: 
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∆EV (%)= [(concentración final- concentración inicial)/concentración 
inicial] x 100 
 
D. Tratamiento estadístico 
 
Para el tratamiento estadístico de los resultados, se utilizó el programa 
SPSS 15.0. Se calcularon la media aritmética y desviación estándar como 
medidas de estadística descriptiva. Se aplicó el test de Kolmogorov- Smirnov a 
los datos para comprobar la distribución normal de las variables. Dicho test 
mostró que todas las variables siguieron una distribución normal, excepto la 
variable triglicéridos. Se realizó la transformación logarítmica de la misma, y la 
nueva variable obtenida siguió una distribución normal. Para la comparación de 
medias, se aplicó el test-t de Student para grupos independientes al comparar 
las medias de casos y controles, y el test-t de Student para grupos apareados 
para comparar los casos antes y después de la intervención dietética, ANOVA y 
ANOVA de 2 factores para comparar las medias entre tres grupos. Para el 
análisis de la correlación entre variables continuas se utilizó el estadístico p de 
Pearson.  
El tamaño muestral varió dependiendo del objetivo a alcanzar así pues, 
éste fue como mínimo de 20 sujetos por grupo con el fin de proporcionar una 
potencia estadística del 80% y, por tanto, detectar diferencias entre los dos 
grupos en los valores del criterio de eficacia primario (variación de c-LDL) igual 
o superior a 15 mg/dl, asumiendo una desviación estándar de 23 mg/dl. 
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A. Optimización de la determinación de EV en bebida láctea y en suero 
por cromatografía de gases con detector de ionización de llama (CG-
FID) 
A.1. Parámetros analíticos 
 
A.1.1. Determinación de EV en bebida láctea 
 
- Evaluación de la precisión del método 
 
En la tabla nº 8 se indican los coeficientes de variación obtenidos. 
 
Tabla nº 8. Determinación de EV en bebida láctea. Precisión del método (n= 
3). 
Fitosterol Intra-ensayo CV (%) Inter-ensayo CV (%) 
Campesterol 2,1 8,1 
β-sitosterol 5,6 12,3 
 
- Evaluación de la exactitud del método 
 
Las ecuaciones correspondientes a las curvas de calibrado de los 
esteroles analizados y los porcentajes de recuperación obtenidos se indican en 
las tablas nº 9 y 10, respectivamente. 
 
Tabla nº 9. Determinación de EV en bebida láctea. Curvas de calibrado. 
Fitosterol Ecuación r 
Campesterol y = - 0,0582 + 1,1123 x 0,9893 
β-sitosterol y = - 0,0406 + 1,2889 x 0,9986 
y = área fitosterol / área p.i.; x = µg fitosterol / µg p.i.; r, coeficiente de 
correlación 
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Tabla nº 10. Determinación de EV en bebida láctea. Exactitud del método 
(n=3). 
Fitosterol 
Presente 
(µg) 
Añadido 
(µg) 
Encontrado 
(µg) 
Recuperación 
(%) 
Campesterol 216,3 ± 9,0 149,1 ± 9,8 365,1 ± 7,2 99,8 ± 4,8 
β-sitosterol 930,9 ± 54,5 345,5 ± 23,2 1294,6 ±26,7 105,2 ± 7,7 
 
A.1.2. Determinación de EV en suero 
 
Se opta por cuantificar β-sitosterol y campesterol al ser los EV 
mayoritarios presentes en suero. 
Las ecuaciones de las curvas de calibrado correspondientes a los esteroles 
analizados se indican en la tabla nº 11. 
 
Tabla nº 11. Determinación de EV en suero. Curvas de calibrado. 
Fitosterol Ecuación r 
Campesterol y = 0,0399 + 1,0825 x 0,9299 
β-sitosterol y = 0,0318 + 0,8040 x 0,9760 
y = área fitosterol / área p.i.; x = µg fitosterol / µg p.i.; r, coeficiente de 
correlación 
 
- Evaluación de la precisión del método 
 
En la tabla nº 12 se expresa la precisión intra e inter-día como 
coeficientes de variación, en porcentajes. 
 
Tabla nº 12. Determinación de EV en suero. Precisión del método (n= 3). 
Fitosterol Intra-ensayo CV (%) Inter-ensayo CV (%) 
Campesterol 9,6 10,5 
β-sitosterol 5,7 5,9 
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- Evaluación de la exactitud del método 
 
Los resultados del ensayo de recuperación se indican en la tabla nº 13. 
 
Tabla nº 13. Determinación de EV en suero. Exactitud del método (n= 3). 
 
Fitosterol 
Presente 
(µg) 
Añadido 
(µg) 
Encontrado 
(µg) 
Recuperación 
(%) 
Campesterol 0,43 ± 0,01 1,25 ± 0,12 1,75 ± 0,07 105,3 ± 5,9 
Β-sitosterol 0,48 ± 0,01 0,9 ± 0,08 1,45 ±0,05 107,8 ± 6,2 
 
- Límite de detección 
 
El límite de detección se obtiene a partir de la dilución 1/10 del patrón 
más bajo utilizado en la recta de calibrado (tabla nº 14). La relación de aéreas 
encontrada para el campesterol respecto al patrón interno es de 0,0089 y para 
el β-sitoterol es de 0,0015. 
 
Tabla nº 14. Determinación de EV en suero. Límite de detección. 
 Campesterol β-sitosterol 
L.D. (mg/dl) 0,008 0,013 
 
 
A.2. Identificación y cuantificación de EV en la bebida láctea. 
 
Por comparación con patrones de fitosteroles, y confirmación con los 
espectros de masas obtenidos, se llegan a identificar en la bebida láctea 
suministrada en el ensayo clínico los siguientes EV: brasicasterol, campesterol, 
campestanol, estigmasterol, β-sitosterol y β-sitostanol. 
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En la tabla nº 15 se indican los porcentajes encontrados de cada uno de 
ellos en los tres lotes analizados y en la figura nº 11 se muestra un 
cromatograma correspondiente a los EV de bebida láctea. 
 
Tabla nº 15. Porcentajes de EV (respecto al total de EV) presentes en la bebida 
láctea suministrada en el estudio clínico.  
Lotes 
EV (%) 
1 2 3 
Media ± DE 
Brasicasterol 2,59 ± 0,04 2,61 ± 0,24 2,69 ± 0,04 2,63 ± 0,05 
Campesterol 15,38 ± 0,11 15,50 ± 0,12 15,57 ± 0,15 15,49 ± 0,10 
Campestanol 0,88 ± 0,07 0,91 ± 0,09 1,04 ± 0,01 0,94 ± 0,08 
Estigmasterol 0,74 ± 0,04 0,98 ± 0,11 0,94 ± 0,02 0,89 ± 0,13 
β-Sitosterol 72,45 ± 0,72 71,47 ± 0,22 71,23 ± 0,35 71,72 ± 0,65 
β-Sitostanol 7,99 ± 0,63 8,57 ± 0,31 8,51 ± 0,29 8,36 ± 0,32 
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n= 3). 
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Figura nº 11. Cromatograma de una muestra de bebida láctea objeto de 
estudio. 
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B. Estudio clínico de intervención para valorar el efecto de la ingesta 
de una bebida láctea enriquecida en EV 
 
B.1. Efecto del consumo de 2 g de EV/día en población general 
(grupo C del estudio de intervención) 
 
B.1.1. Variables antropométricas  
 
En total, en el grupo C del estudio de intervención, participaron 22 
hombres y 30 mujeres con edades comprendidas entre 18 y 71 años (edad 
media 41 ± 12 años). En el Servicio de Endocrinología del Hospital Universitario 
Doctor Peset se realizaron las correspondientes medidas antropométricas (peso, 
talla, perímetro de cintura y cadera) y medida de la presión arterial por métodos 
estandarizados y se les realizó una extracción de sangre venosa periférica tras 
ayuno de 12 horas. 
En la tabla nº 16 se recogen los datos correspondientes a las medidas 
antropométricas al comienzo (nivel basal) y al final del estudio (3 meses). No se 
encontraron diferencias en ninguno de estos parámetros tras la suplementación 
con 2 g EV/día a su dieta habitual durante 3 meses. 
 
Tabla nº 16. Voluntarios participantes del estudio de intervención (grupo C): 
medidas antropométricas. 
 Basal 3 meses 
Hombres/Mujeres (n) 22/30 --- 
Edad (años) 40,6 ± 11,7 --- 
Fumadores (%) 20 --- 
IMC (Kg/m2) 25,6 ± 3,5 25,3 ± 5,5 
ICC 0,86 ± 0,07 0,87 ± 0,10 
PA sistólica (mm Hg) 121 ± 17 119 ± 16 
PA diastólica (mm Hg) 78 ± 11 78 ± 10 
Los datos se representan como media ± desviación estándar 
IMC: índice de masa corporal; ICC: índice cintura-cadera; PA: presión arterial  
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B.1.2. Variables bioquímicas sanguíneas 
 
En la tabla nº 17 se recogen los resultados obtenidos de los distintos 
parámetros lipídicos analizados al comienzo (nivel basal) y al final del estudio (3 
meses). A pesar de encontrar diferencias significativas en el colesterol total y c-
LDL, así como en la Apo B, el diámetro de las partículas LDL no se modificó, ni 
tampoco el porcentaje del patrón aterogénico de partículas LDL pequeñas y 
densas. 
 
Tabla nº 17. Parámetros lipídicos en población general (n=52) (grupo C) a 
nivel basal y tras la suplementación con 2 g EV/día en su dieta habitual. 
 Basal 3 meses 
Colesterol total (mg/dl) 209,8 ± 31,6 198,6 ± 38,4* 
c-LDL (mg/dl) 138,5 ± 26,5 129,5 ± 32,2* 
c-HDL (mg/dl) 52,5 ± 16,6 50,2 ± 17,9 
Triglicéridos (mg/dl) 85,6 ± 42,8 91,3 ± 85,7 
Apo A-I (mg/dl) 164,3 ± 30,4 160,6 ± 28,8 
Apo B (mg/dl) 99,2 ± 24,1 90,5 ± 24,3* 
Apo B/Apo A 0,63 ± 0,19 0,58 ± 0,18* 
Diámetro LDL (nm) 26,1 ± 0,8 26,2 ± 0,8 
Patrón B de LDL (%) 23,1 17,3 
Los datos se representan como media ± desviación estándar. Los valores de la 
concentración de triglicéridos se normalizaron mediante una transformación logarítmica. 
* p<0,05 cuando se compara con una t-test de Student de datos pareados 
 
A pesar que el diámetro de las partículas LDL y las concentraciones de 
triglicéridos no se modificaron tras la administración de EV, se observó una 
correlación negativa entre el diámetro de las partículas LDL y la concentración 
de triglicéridos (figura nº 12). 
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Figura nº 12. Población general (Grupo C). Correlación entre triglicéridos y 
diámetro de las partículas LDL al comienzo del estudio. 
 
Para evaluar más en detalle el cambio en la concentración de c-LDL, se 
analizaron los cambios de c-LDL a nivel individual. En la figura nº 13 puede 
observarse que, en general, existe una tendencia a disminuir la concentración 
de c-LDL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 13. Población general (grupo C). Concentraciones de c-LDL antes y 
después de tres meses de suplementación con 2 g EV/día.  
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Además, se analizó la reducción de c-LDL, según los terciles de c-LDL 
que presentaron los individuos a nivel basal (Tercil 1: concentración de c-LDL 
inferior a 124 mg/dl; Tercil 2: concentración de c-LDL entre 124 y 154 mg/dl; 
Tercil 3: concentración de c-LDL superior a 154 mg/dl), observándose que a 
mayor nivel basal de c-LDL se alcanza una mayor reducción (figura nº 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 14. Población general (grupo C). Concentración de c-LDL antes y 
después de tres meses de suplementación con 2g EV/día, según terciles de c-
LDL al comienzo del estudio. * p<0,05 cuando se compara con una t-test de Student 
de datos pareados. (Tercil 1: c-LDL <124 mg/dl; Tercil 2: c-LDL: 124-154 mg/dl; Tercil 3: 
c-LDL >154 mg/dl)  
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B.2. Factores que pueden influir sobre la eficacia de los EV en 
población moderadamente hipercolesterolémica 
 
B.2.1. Influencia de los EV en población moderadamente 
hipercolesterolémica (grupo A, B y parte del C) en función del aporte en grasa 
de la dieta 
 
B.2.1.1. Variables antropométricas e ingesta nutricional 
 De un total de 130 individuos participantes en el estudio, se detectaron 
84 individuos que completaron el estudio y que, en su inicio, presentaban 
hipercolesterolemia moderada. El intervalo de edad de estos individuos fue de 
18 a 76 años. Los parámetros antropométricos de los pacientes se representan 
en la tabla nº 18. Los hombres y las mujeres se distribuyeron de manera similar 
entre los tres grupos, constituyendo un porcentaje de hombres del 25% en el 
grupo que siguió una dieta saludable (grupo A), un 29% en el grupo de dieta 
saludable más EV (grupo B) y un 35% en el grupo de la dieta libre más EV 
(parte del grupo C). Al inicio del estudio no se observaron diferencias 
significativas entre los parámetros antropométricos de los pacientes 
correspondientes a los tres grupos del estudio de intervención (Tabla nº 18). 
Por otra parte, a nivel basal se observan que el 6,0% de los sujetos presentaban 
hipertrigliceridemia (triglicéridos> 200 mg/dl), el 33,3% exhibían glucosa ≥ 100 
mg/dl en ayunas, 3,6% eran diabéticos y el 19,0% fueron diagnosticados con 
síndrome metabólico (datos no mostrados). 
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Tabla nº 18. Características basales de los pacientes con hipercolesterolemia 
moderada. 
 
Dieta saludable 
 (n=24) 
Dieta saludable 
+EV (n=31) 
Dieta libre 
+EV (n=29) 
Hombres / Mujeres (n) 6 / 18 9 /22 10 / 19 
Edad (años) 46,0 ± 15,4 48,8 ± 8,9 46,1 ± 8,4 
Fumadores, n (%) 6 (25,0) 7 (22,6) 8 (27,6) 
Peso (kg) 73,8 ± 13,0 75,5 ± 16,8 72,0 ± 9,8 
IMC (kg/m2) 27,7 ± 4,4 28,5 ± 4,4 26,5 ± 2,8 
ICC  0,903 ± 0,059 0,883 ± 0,090 0,890 ± 0,052 
PA sistólica (mm Hg) 125 ± 15 129 ± 14 123 ± 16 
PA diastólica (mm Hg) 82 ± 12 83 ± 16 78 ± 8 
Los datos se representan como media ± desviación estándar.  
EV: esteroles vegetales; IMC: índice masa corporal; ICC: índice cintura-cadera; PA: 
presión arterial 
 
 Los registros dietéticos, representados como porcentaje de calorías 
totales de cada uno de los macronutrientes recopilados a partir de los 
recordatorios de 3 días y de 24 horas, no mostraron desviaciones de las pautas 
dietéticas que siguieron durante el estudio (Tabla nº 19).  
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Tabla nº 19. Estimación de la composición en nutrientes de la dieta saludable y 
la dieta libre que siguieron cada uno de los grupos de intervención. 
 Dieta saludable 
(n=24) 
Dieta saludable + 
EV (n=31) 
Dieta libre + 
EV (n=29) 
Carbohidratos (%) 51,6 ± 6,9 52,2 ± 7,4 48,5 ± 8,1 
Proteínas (%) 18,5 ± 5,3 17,7 ± 6,5 17,3 ± 5,4 
Grasas (%) 29,9 ± 6,0a 30,1 ± 5,7a 34,2 ± 7,9b 
Saturadas  6,9 ± 2,6a 6,7 ± 3,5a 12,7 ± 3,7b 
Polinsaturada  6,1 ± 2,6 6,3 ± 2,2 6,1 ± 3,1 
Monoinsaturada 16,9 ± 4,7 17,1 ± 4,1 15,4 ± 5,3 
Colesterol (mg) 193,1 ± 51,7a 195,5 ± 67,1a 268,1 ± 70,3b 
Los datos se representan como media ± desviación estándar. Ingestión media diaria 
representada como porcentaje de calorías totales de cada uno de los macronutrientes 
recopilados a partir de los recordatorios de 3 días y de 24 horas. Letras superíndices 
distintas en una misma fila, indican diferencias significativas (p <0,05) mediante ANOVA 
de una vía. EV: esteroles vegetales 
 
B.2.1.2. Variables bioquímicas sanguíneas 
Después de tres meses de tratamiento, los pacientes suplementados con 
EV, tanto los que siguieron una dieta libre, como los que siguieron una dieta 
saludable, mostraron una reducción significativa del colesterol total, c-LDL y 
colesterol no-HDL, con un efecto hipolipemiante similar en ambos grupos (Tabla 
nº 20). La concentración de Apo B y la relación Apo B/Apo A-I, considerado un 
marcador aún mejor de la enfermedad cardíaca coronaria que la concentración 
de lípidos en sí (Ridker et al., 2005), también se redujeron en la misma medida 
en los pacientes que recibieron la bebida láctea baja en grasa y enriquecida en 
EV (Tabla nº 20). Por el contrario, estos parámetros lípidicos no se alteraron en 
los pacientes sometidos tan solo a tratamiento dietético. No se encontraron 
cambios con respecto al c-HDL, triglicéridos (todos los valores de triglicéridos 
fueron inferiores a 300 mg/dl) o Apo A-I en cualquiera de los grupos (Tabla nº 
20). 
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Tabla nº 20. Perfil lipídico de los pacientes con hipercolesterolemia moderada 
al inicio y tras los 3 meses de la intervención correspondiente. 
 Dieta saludable 
 (n=24) 
Dieta saludable  
+ EV (n=31) 
Dieta libre  
+ EV (n=29) 
Colesterol total (mg/dl)    
Basal 234,2 ± 21,0 236,2 ± 18,4 230,1 ± 19,1 
3 meses 233,4 ± 25,6a 218,8 ± 21,2b* 216,3 ± 22,8b* 
c-LDL (mg/dl)    
Basal 162,3 ± 14,6 163,0 ± 16,3 157,9 ± 15,7 
3 meses 162,0 ± 24,6a 146,4 ± 18,7b* 145,3 ± 18,4b* 
c-HDL (mg/dl)    
Basal 50,0 ± 12,9 51,6 ± 14,4 52,1 ± 17,1 
3 meses 49,6 ± 16,9 53,5 ± 14,2 51,2 ± 19,2 
Triglicéridos (mg/dl)    
Basal 109,6 ± 62,3 108,5 ± 63,4 100,5 ± 34,4 
3 meses 109,7 ± 65,0 94,9 ± 50,9 87,8 ± 49,7 
Colesterol no-HDL (mg/dl)    
Basal 184,2 ± 20,8 184,6 ± 20,0 178,0 ± 17,4 
3 meses 183,8 ± 24,5a 165,3 ± 21,8b* 165,1 ± 22,7b* 
Apo A-I (mg/dl)    
Basal 154,0 ± 28,0 161,2 ± 23,5 162,8 ± 32,3 
3 meses 151,2 ± 20,2 167,7 ± 24,7* 159,1 ± 28,2 
Apo B (mg/dl)    
Basal 115,8 ± 15,8 111,4 ± 14,1 116,8 ± 13,2 
3 meses 114,4 ± 15,6a 104,1 ± 13,5b* 103,7 ± 14,6b* 
Apo B/Apo A-I     
Basal 0,770 ± 0,145 0,721 ± 0,168 0,746 ± 0,164 
3 meses 0,772 ± 0,167a 0,635 ± 0,132b* 0,674 ± 0,158b* 
Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Los valores de la 
concentración de triglicéridos se normalizaron mediante una transformación logarítmica. 
Letras superíndices diferentes para una misma fila representan p <0,05 mediante ANOVA 
de una vía.* p <0,05 cuando se compara con una t-test de Student de datos pareados 
(datos basales vs 3 meses). EV: esteroles vegetales 
Resultados 
109 
 
 B.2.2. Influencia de la eficacia de los EV en población moderadamente 
hipercolesterolémica en función del genotipo de la apolipoproteína E 
 
B.2.2.1. Variables antropométricas y bioquímicas  
 
 Las características basales de los participantes de acuerdo a sus alelos 
Apo E se muestran en la tabla nº 21. No se observaron diferencias en los 
parámetros antropométricos, ni en el perfil lipídico, en relación con cualquiera 
de los parámetros estudiados.  
 
Tabla nº 21. Características basales de las lipoproteínas séricas en los sujetos 
participantes en el estudio de intervención según el genotipo de la Apo E. 
 E2 E3 E4 Todos 
Sujetos (n) 6 47 22 75 
Hombre/Mujer (n) 2/4 13/34 7/15 22/53 
Edad (años) 49,0 ± 12,3 50,1 ± 11,3 49,6 ± 13,7 49,9 ± 12,0 
IMC (Kg/m2) 27,9 ± 4,6 28,5 ± 4,4 27,7 ± 6,2 28,2 ± 5,0 
ICC 0,89 ± 0,12 0,88 ± 0,10 0,90 ± 0,12 0,88 ± 0,11 
PA sistólica (mmHg) 127 ± 12 129 ± 15 131± 18 130± 15 
PA diastólica (mmHg) 80 ± 15 82 ± 10 80 ± 15 81 ± 13 
Fumadores (%) 25,0 30,3 33,3 29,5 
Colesterol total (mg/dl) 237,5 ± 25,7 236,9 ± 30,6 237,0 ± 27,8 237,0 ± 29,0 
c-LDL (mg/dl) 165,6 ± 20,1 164,4 ± 25,9 166,3 ± 20,0 165,1 ± 23,6 
c-HDL (mg/dl) 49,2 ± 9,0 50,2 ± 14,3 49,0 ± 13,3 49,8 ± 13,5 
Colesterol no-HDL (mg/dl) 188,3 ± 24,2 186,8 ± 28,7 187,9 ± 26,4 187,2 ± 27,3 
Triglicéridos (mg/dl) 113,7 ± 54,3 111,6 ± 61,9 107,9 ± 66,5 113,3 ± 61,9 
Diámetro LDL (nm) 26,25 ± 0,74 26,21 ± 0,75 26,06 ± 0,84 26,17 ± 0,76 
Apo B/Apo A-I  0,713 ± 0,096 0,728 ± 0,166 0,827 ± 0,191 0,757 ± 0,174 
Los datos se representan como media ± desviación estándar 
IMC: índice de masa corporal; ICC: índice cintura-cadera; PA: presión arterial 
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 Transcurridos los tres meses de intervención, los pacientes que 
recibieron la dieta saludable suplementada con EV mostraron una reducción 
significativa en el colesterol total, c-LDL, colesterol no-HDL y Apo B/Apo A-I en 
comparación con sus niveles basales. Por el contrario, estos parámetros lípidicos 
no se modificaron en los pacientes sometidos únicamente a terapia dietética. No 
se encontraron cambios con respecto al c-HDL, triglicéridos (todos los valores 
fueron <300 mg/dl) o el tamaño de LDL en cualquiera de los grupos (tabla nº 
22). Cuando los pacientes fueron analizados de acuerdo a sus alelos Apo E, se 
observa que el efecto de los EV en el perfil lipídico fue independiente del 
fenotipo de Apo E, con reducciones similares en el colesterol total, c-LDL, 
colesterol no-HDL y Apo B/Apo A-I de pacientes con fenotipos E3 o E4 (tabla nº 
22). Los datos relacionados con el genotipo E2 no están representados debido al 
número no representativo de este tipo de pacientes en la población estudiada (2 
sujetos en el grupo que siguió una dieta saludable y 4 sujetos en el grupo que 
recibió terapia combinada). La eficacia de los EV, independiente del 
polimorfismo de Apo E, también está representada en la figura nº 15. No se 
observaron diferencias entre los pacientes con fenotipo de Apo E3 y aquellos 
con fenotipo Apo E4 en el porcentaje de disminución del colesterol total, c-LDL, 
colesterol no-HDL o Apo B/Apo A-I después de la adición de EV a la dieta. 
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Figura nº 15. Porcentaje de cambio en los parámetros lipídicos después de la 
intervención en sujetos que recibieron dieta más EV, clasificados según el 
genotipo de la Apo E. 
Los datos se representan como media y error estándar de la media de 41 sujetos para el 
grupo que recibió dieta más EV (n=24 para E3 y n=13 para E4). CT: colesterol total; c-
LDL: colesterol LDL; C no-HDL: colesterol no-HDL; Apo: Apolipoproteína  
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B.3. Evaluación del estrés oxidativo tras una ingesta prolongada de EV 
 
B.3.1. Variables antropométricas 
 
 Un total de cuarenta sujetos en el intervalo de edad entre 24 y 69 años 
fueron seleccionados aleatoriamente para el desarrollo de este subestudio. Los 
parámetros antropométricos de los sujetos antes y después de la 
suplementación de la dieta con EV se muestran en la tabla nº 23. Puesto que no 
hubo diferencias significativas en la edad, peso, índice de masa corporal, índice 
cintura-cadera, o presión arterial sistólica / diastólica entre el grupo que siguió 
dieta y el grupo al que se le enriqueció la dieta con los 2 g de EV se representan 
los valores medios de los cuarenta sujetos a nivel basal y tras el periodo previo 
de adaptación a la dieta. El número de hombres y mujeres se distribuyeron de 
manera similar entre los dos grupos: 30% de hombres en el grupo de la dieta y 
25% en el grupo suplementado con EV (datos no mostrados). Durante los 
primeros tres meses del estudio, los sujetos siguieron las recomendaciones 
dietéticas para homogeneizar sus parámetros séricos antes de introducir los EV 
en su dieta. La dieta redujo significativamente el peso y el IMC en la población 
total (Tabla nº 23). Transcurridos los tres primeros meses de homogenización, 
los individuos se aleatorizaron en dos grupos de 20 sujetos, que continuaron con 
la dieta saludable (grupo A) o bien suplementaron la dieta con 2 g EV/día (grupo 
B). No se observaron cambios significativos entre los parámetros 
antropométricos de los sujetos tras los 3 meses de intervención, ni en el grupo 
suplementado con EV, ni el grupo que siguió solamente la dieta (Tabla nº 23).  
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Tabla nº 23. Parámetros antropométricos de los pacientes antes y después del 
seguimiento de dieta saludable y suplementación de la dieta con EV. 
 Basal 3 meses dieta 
Post- 
randomización 
6 meses 
A: ------------ A: ------------ 
Edad (años) 50,0 ± 10,2 ------------ 
B: ------------ B: ------------ 
A: 73,2 ± 11,6 A: 74,0 ± 12,0 
Peso (Kg) 74,6 ± 16,1 73,7 ± 15,7* 
B: 73,8 ± 20,3 B: 73,8 ± 21,7 
A: 27,8 ± 4,6 A: 28,0 ± 4,8 
IMC (Kg/m2) 28,3 ± 4,7 27,7 ± 4,5* 
B: 27,6 ± 4,9 B: 27,6 ± 5,2 
A: 0,900 ± 0,055 A: 0,910 ± 0,065 
ICC  0,905 ± 0,105 0,895 ± 0,060 
B: 0,81 ± 0,04 B: 0,905 ± 0,065 
A: 129 ± 16 A: 131 ± 15 PA sistólica 
(mm Hg) 
131 ± 20 126 ± 15 
B: 130 ± 13 B: 130 ± 19 
A: 86 ± 10 A: 85 ± 10 PA diastolica 
(mm Hg) 
82 ± 11 81 ± 14 
B: 85 ± 10 B: 86 ± 14 
Los datos se representan como media ± desviación estándar. Después de los tres 
primeros meses de la terapia dietética, cuarenta individuos fueron aleatorizados en dos 
grupos (20 personas cada grupo): un grupo continuó con la terapia dietética (Grupo A) y 
el otro grupo se le enriqueció la dieta con 2 g EV/día (Grupo B). * P <0,05, cuando se 
compara con una t-test de Student de datos apareados en los tres primeros meses del 
estudio o un ANOVA de 2-vías de medidas repetidas seguido de t-test de Student 
pareada después de la suplementación con EV. IMC: índice masa corporal; ICC: índice 
cintura-cadera; PA: presión arterial 
 
B. 3.2. Variables bioquímicas 
 
 En relación al perfil lipídico, durante los primeros tres meses de 
seguimiento de la dieta saludable, los sujetos mostraron una reducción 
significativa de 4-5% en el colesterol total, c-LDL (tabla nº 24) y colesterol no-
HDL (figura nº 16). La suplementación con EV indujo una reducción adicional de 
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6,4%, 9,9% y 7,1%, respectivamente, lo que representó una caída total, desde 
el inicio del estudio de 10,5%, 14,6% y 14,1%, respectivamente (tabla nº 24, 
figura nº 16). Sin embargo, los parámetros lípidicos indicados se mantuvieron 
en los sujetos sometidos a tratamiento dietético exclusivamente (tabla nº 24, 
figura nº 16). El ratio Apo B/Apo A-I se redujo en los sujetos que recibieron la 
bebida láctea baja en grasa enriquecida con EV (figura nº 16). No se 
encontraron cambios en el c-HDL, triglicéridos y Apo B en cualquiera de los 
grupos (Tabla nº 24).  
 
Tabla nº 24. Perfil lipídico de los sujetos antes y después del seguimiento de 
dieta saludable y suplementación de la dieta con EV. 
 Basal 3 meses dieta 
Post- 
randomización 
6 meses 
A: 238 ± 30 A: 233 ± 30 
Colesterol total (mg/dl) 247 ± 24 237 ± 27* 
B: 236 ± 24 B: 221 ± 29*
A: 164 ± 26 A: 161 ± 28 
c-LDL (mg/dl) 171 ± 22 163 ± 22* 
B: 162 ± 19 B: 146 ± 18*
A: 51 ± 12 A: 50 ± 11 
c-HDL (mg/dl) 55 ± 12 54 ± 13 
B: 58 ± 14 B: 56 ± 15 
A: 111 ± 57 A: 116 ± 65 
Triglicéridos (mg/dl) 107 ± 58 99 ± 52 
B: 86 ± 44 B: 95 ± 69 
A: 120 ± 17 A: 117 ± 16 
Apo B (mg/dl) 117 ± 16 114 ± 16 
B: 108 ± 11 B: 105 ± 14 
Los datos se expresan como media ± desviación estándar.  
Después de los tres primeros meses de la terapia dietética, los cuarenta individuos fueron 
aleatorizados en dos grupos (20 personas cada grupo): un grupo continuó con terapia 
dietética (A) y la dieta del otro grupo se enriqueció con 2 g de EV/día (B), * p <0,05, 
mediante una t-test de Student para datos pareados.  
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Figura nº 16. Parámetros de riesgo cardiovascular en sujetos antes y después 
de la adición de EV a la dieta. 
A1: Concentración de colesterol no-HDL en el período de homogenización de la dieta. 
A2: Concentración de colesterol no-HDL durante los siguientes 3 meses, con o sin 
incorporación de EV a la dieta. 
B1: Relación apolipoproteína B/Apolipoproteína A-I en el período de homogenización de 
la dieta. 
B2: Relación apolipoproteína B/Apolipoproteina A-I durante los siguientes 3 meses, con o 
sin incorporación de EV a la dieta. 
Las barras representan la media ± error estándar de la media de 40 sujetos en la primera 
fase y 20 sujetos en la segunda fase después de la adición de EV a la dieta saludable. 
*P<0,05 si se compara con una t-test de Student para datos pareados en los tres 
primeros meses del estudio, o t-test de Student para datos pareados después de la 
adición de EV. 
C no-HDL: Colesterol no-HDL; Apo: Apolipoproteina; EV: esteroles vegetales 
0
20
40
60
80
100
120
Meses
Ap
o 
B/
Ap
o 
A 
(%
)
*
150
160
170
180
190
200
Meses
C 
no
-
HD
L 
 
(m
g/
dl
)
Dieta
A 1.
B 1.
*
150
160
170
180
190
200
Meses
Dieta Dieta+EV
*
0
20
40
60
80
100
120
Meses
A 2.
B 2.
0               3 3                     6
0               3 3                     6
Resultados 
117 
 
B. 3.3. Parámetros de estrés oxidativo 
 
 En la figura nº 17 se observa la susceptibilidad a la oxidación de las 
partículas LDL. La dieta por sí sola mejoró el tiempo de latencia en un 4,6%, 
pero no ejerció el mismo efecto en el grupo que tomó los EV. Sin embargo, la 
mejora de la antioxidantes endógenos observado como resultado de la 
adherencia a la dieta no alteró el estado antioxidante total de los sujetos, como 
puede verse en la figura nº 18, o la peroxidación lipídica, un indicador de estrés 
oxidativo, como se muestra en la figura nº 19. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 17. Susceptibilidad a la oxidación de las partículas LDL representado 
como tiempo de latencia en sujetos tras 3 meses de seguimiento de una dieta 
saludable o suplementación de la dieta saludable con 2 g de EV/día. Las barras 
representan media ± error estándar de la media de 9 sujetos. p<0,05 cuando 
comparamos los resultados usando una test t-Student de datos apareados. 
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Figura nº 18. Estado antioxidante representado como antioxidantes totales, en 
sujetos tras 3 meses de seguimiento de una dieta saludable o suplementación 
de la dieta saludable con 2 g de EV/día. Las barras representan media ± error 
estándar de la media de 12-16 sujetos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 19. Oxidación lipídica TBARS expresado como MDA en sujetos tras 3 
meses de seguimiento de una dieta saludable o suplementación de la dieta 
saludable con 2 g de EV/día. Las barras representan media ± error estándar de la 
media de 18 sujetos.  
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C. Estudio de la biodisponibilidad de los esteroles vegetales 
 
C.1. Biodisponibilidad in vitro de EV (células Caco-2) 
 
- Viabilidad celular 
 
La viabilidad celular (determinada mediante azul tripán) de las células 
Caco-2 expuestas a los diferentes patrones de EV durante 24 horas es superior 
al 90% (figura nº 20). 
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Figura nº 20. Viabilidad celular en células Caco-2 expuestas a los diferentes 
patrones de EV durante 24 horas (control; campesterol 10 µM; β-sitosterol 20 
µM; campesterol+β-sitosterol 10 + 20 µM). Los valores se expresan como media 
± desviación estándar (n=3). 
 
- Funcionalidad 
 
Para comprobar que las células son metabólicamente activas, tras 
exposición durante 24 horas a los diferentes patrones de EV, se aplicó el test 
MTT (figura nº 21). No se observaron diferencias significativas en las actividades 
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de los enzimas mitoocondriales al exponer las células a los diferentes patrones 
de EV durante 24 horas, indicando ausencia de citoxicidad. 
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Figura nº 21. Reducción de MTT en células Caco-2 expuestas a diferentes 
disoluciones patrón de EV durante 24 horas (control; campesterol 10 µM; β-
sitosterol 20 µM; campesterol+β-sitosterol 10 + 20 µM). Los valores se 
expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
 
- Ciclo celular 
 
El análisis mediante citometría de flujo de la tinción selectiva de los 
ácidos nucleicos ADN y ARN con los fluorocromos Hoechst 33342 y Pironina Y 
respectivamente, permitió evaluar el contenido total de los mismos y estudiar la 
proporción celular en las distintas etapas del ciclo celular en función del 
contenido de ADN (tabla nº 25).  
 
Los resultados obtenidos mostraron una tendencia similar para ambas 
muestras estudiadas, observándose el acumulo de células en fase G1 que parece 
sugerir una mayor proliferación celular. El incremento observado en esta etapa 
del ciclo celular va acompañado, en ambos casos, de un descenso en las fases S 
y G2/M. En ningún caso se observó variación, con respecto al control, de la 
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población celular subdiploide que con un contenido de ADN fraccionado podría 
ser indicativa del fenómeno de apoptosis celular. Sin embargo, el contenido de 
ARN en la población celular en fase G1 pone de manifiesto el diferente efecto de 
los fitosteroles adicionados sobre la proliferación celular. Mientras en los cultivos 
expuestos a β-sitosterol existe un contenido mínimo de ARN, similar al de los 
cultivos control, en aquellos expuestos a la disolución conjunta de estigmasterol 
y campesterol el contenido de ARN llega a duplicarse, hecho indicativo de una 
mayor proliferación celular en estos cultivos. 
 
Tabla nº 25. Efectos de los fitosteroles en la distribución de las distintas etapas 
del ciclo celular en los cultivos de la línea Caco-2 tras 24 horas de incubación.  
Fase de ciclo celular Muestra 
adicionada Subdiploides G1 S G2/M 
Control 4,11 ± 1,07 64,94 ± 4,40 13,14 ± 0,77 15,98 ± 1,51 
β-sitosterol 4,78 ± 3,26 69,44 ± 0,83 11,36 ± 0,86 13,11 ± 5,06 
Campesterol + 
estigmasterol 
5,17 ± 2,57 71,25 ± 0,65 11,42 ± 075 10,79 ± 3,63 
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n = 2-3). 
 
 
- Determinación de proteínas en células Caco-2 
  
La síntesis de proteínas en cultivos celulares, se encuentra asociada al 
crecimiento celular. Las proteínas son el principal componente estructural de las 
células. 
La determinación del contenido total de proteína celular y expresión de 
los resultados referida a éste, es un método útil en la comparación de estos, al 
eliminar la variabilidad por pocillo, debido al diferente crecimiento celular en 
cada uno de ellos. En la tabla nº 26 se indica el contenido de proteínas en los 
cultivos celulares. 
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Tabla nº 26. Contenido de proteínas en los ensayos con cultivos celulares. 
Muestras Recta de calibrado mg de proteína/pocillo 
A 
y = 0,0133x + 0,0233 
r = 0,9966 
 
0,934 ± 0,004 
 
B 
y = 0,0133x + 0,0233 
r = 0,9966 1,165 ± 0,058 
C 
y = 0,015x + 0,0173 
r = 0,9972 
1,036 ± 0,092 
D 
y = 0,0133x + 0.0233 
r = 0,9966 
 
1,033 ± 0,088 
 
Valor promedio  1,042 ± 0,095 
Los resultados se expresan como media ± desviación estándar 
 
La determinación proteica en este estudio se realizó a los 14-16 días 
postsiembra. Se observó que el contenido en proteínas de los cultivos celulares 
fue similar, en torno a 1 mg de proteína celular por pocillo. 
 
 
- Ensayos de retención, transporte y captación  
  
En la tabla nº 27 se muestran los resultados correspondientes a la 
adición, retención, transporte y captación de campesterol y β-sitosterol 
expresado como µg/mg proteína. 
Como puede apreciarse, la cantidad retenida y captada es muy inferior 
respecto a la adicionada. Se observa que el porcentaje de retención para el 
campesterol es ligeramente inferior que β-sitosterol.  
En cuanto al transporte, cabe destacar que hay un mayor transporte de 
β-sitosterol que de campesterol.  
Cuando los resultados se expresan como porcentajes de captación 
(retención + transporte) se observa que dicho porcentaje es superior para el 
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campesterol que para el β-sitosterol (12,5 vs 8,1%, respectivamente) mientras 
que el porcentaje captado cuando ambos EV se incorporan conjuntamente es 
del orden de 2 veces inferior. 
 
Se pone de manifiesto la mayor biodisponibilidad (% de captación) del 
campesterol frente al β-sitosterol. La adición conjunta de campesterol y β-
sitosterol disminuyó (∼50%) la biodisponibilidad de ambos. La adición de 
carotenoides (β-caroteno y licopeno) en la proporción 1/1000 respecto a la 
ingesta de EV, no influyó en la biodisponibilidad del campesterol y el β-
sitosterol. 
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C.2. Biodisponibilidad in vivo de EV 
 
Determinación de EV en suero de los participantes del estudio de 
intervención (Grupo A, B y C) 
 
En este caso, aunque el estudio de intervención, como se ha indicado, se 
realizó en una población más amplia, la determinación de EV en suero se realizó 
sobre una selección aleatoria de 20 individuos de cada uno de los grupos 
descritos anteriomente (grupo A: dieta saludable, grupo B: dieta saludable+EV y 
grupo C: dieta libre +EV). En las tablas nº 28, 29, 30, 31, 32 y 33 se recogen 
las concentraciones individuales de campesterol y β-sitosterol correspondientes 
a los sujetos de cada uno de los grupos integrantes del estudio, al principio y 
final del mismo, así como la estimación de su biodisponibilidad, expresado como 
incremento de su concentración en suero.  
 
En la figura nº 22 se observa un cromatograma de una muestra de suero 
tras tres meses de suplementación con EV. 
 
 
Figura nº 22. Cromatograma de una muestra de suero tras tres meses de 
suplementación con EV. 
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Tabla nº 28. Estudio clínico de intervención (grupo A: dieta saludable). 
Biodisponibilidad de campesterol. 
 
Campesterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 6 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,193 ± 0,030 0,362 ± 0,071 87,6 
2 0,099 ± 0,016 0,081 ± 0,004 -18,2 
3 0,270 ± 0,003 0,087 ± 0,039 -67,8 
4 0,099 ± 0,054 0,203 ± 0,034 105,1 
5 0,270 ± 0,012 0,224 ± 0,014 -17,0 
6 0,183 ± 0,009 0,165 ± 0,023 -9,8 
7 0,236 ± 0,031 0,161 ± 0,019 -31,8 
8 0,099 ± 0,032 0,079 ± 0,013 -20,2 
9 0,138 ± 0,046 0,093 ± 0,019 -32,6 
10 0,300 ± 0,053 0,207 ± 0,019 -31,0 
11 0,218 ± 0,045 0,188 ± 0,075 -13,8 
12 0,573 ± 0,116 0,333 ± 0,055 -41,9 
13 0,230 ± 0,026 0,216 ± 0,128 -6,1 
14 0,230 ± 0,009 0,379 ± 0,073 64,8 
15 0,356 ± 0,028 0,264 ± 0,057 -25,8 
16 0,226 ± 0,013 0,332 ± 0,010 46,9 
17 0,316 ± 0,012 0,440 ± 0,042 39,2 
18 0,578 ± 0,131 0,253 ± 0,046 -56,2 
19 0,220 ± 0,022 0,203 ± 0,055 -7,7 
20 0,379 ± 0,048 0,333 ± 0,054 -12,1 
Promedio 0,261 ± 0,133 0,230 ± 0,106 -2,4 ± 46,6 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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Tabla nº 29. Estudio clínico de intervención (grupo A: dieta saludable). 
Biodisponibilidad de β-sitosterol. 
 
β-sitosterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 6 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,349 ± 0,032 0,607 ± 0,106 73,9 
2 0,187 ± 0,026 0,195 ± 0,020 4,3 
3 0,268 ± 0,068 0,122 ± 0,015 -54,5 
4 0,288 ± 0,026 0,320 ± 0,047 11,1 
5 0,407 ± 0,077 0,358 ± 0,028 -12,0 
6 0,401 ± 0,011 0,303 ± 0,029 -24,4 
7 0,450 ± 0,170 0,330 ± 0,018 -26,7 
8 0,132 ± 0,024 0,100 ± 0,025 -24,2 
9 0,144 ± 0,029 0,172 ± 0,010 19,4 
10 1,109 ± 0,039 0,548 ± 0,032 -50,6 
11 0,396 ± 0,107 0,314 ± 0,116 -20,7 
12 0,896 ± 0,096 0,683 ± 0,267 -23,8 
13 0,286 ± 0,076 0,211 ± 0,063 -26,2 
14 0,335 ± 0,046 0,565 ± 0,081 68,7 
15 0,313 ± 0,078 0,322 ± 0,055 2,9 
16 0,394 ± 0,106 0,318 ± 0,042 -19,3 
17 0,242 ± 0,033 0,324 ± 0,030 33,9 
18 0,572 ± 0,056 0,393 ± 0,079 -31,3 
19 0,364 ± 0,043 0,425 ± 0,061 16,8 
20 0,543 ± 0,145 0,434 ± 0,065 -20,1 
Promedio 0,404 ± 0,237 0,352 ± 0,158 -5,1 ± 34,5 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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Tabla nº 30. Estudio clínico de intervención (grupo B: dieta saludable +EV). 
Biodisponibilidad de campesterol. 
 
Campesterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 6 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,136 ± 0,021 0,230 ± 0,066 69,1 
2 0,517 ± 0,034 0,989 ± 0,050 91,3 
3 0,070 ± 0,032 0,300 ± 0,033 328,6 
4 0,257 ± 0,021 0,329 ± 0,078 28,0 
5 0,138 ± 0,006 0,274 ± 0,025 98,6 
6 0,180 ± 0,020 0,339 ± 0,019 88,3 
7 0,067 ± 0,010 0,093 ± 0,006 38,8 
8 0,490 ± 0,076 0,571 ± 0,068 16,5 
9 0,123 ± 0,008 0,172 ± 0,007 39,8 
10 0,174 ± 0,009 0,200 ± 0,013 14,9 
11 0,428 ± 0,085 0,430 ± 0,061 0,5 
12 0,189 ± 0,042 0,722 ± 0,044 282,0 
13 0,284 ± 0,080 0,448 ± 0,037 57,7 
14 0,241 ± 0,044 0,550 ± 0,065 128,2 
15 0,166 ± 0,044 0,229 ± 0,007 38,0 
16 0,264 ± 0,120 0,414 ± 0,047 56,8 
17 0,382 ± 0,037 1,731 ± 0,106 353,1 
18 0,500 ± 0,106 0,946 ± 0,151 89,2 
19 0,379 ± 0,073 1,130 ± 0,179 198,2 
20 0,138 ± 0,011 0,167 ± 0,038 21,0 
Promedio 0,256 ± 0,145 0,513 ± 0,409 101,9 ± 105,5 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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Tabla nº 31. Estudio clínico de intervención (grupo B: dieta saludable+EV). 
Biodisponibilidad de β-sitosterol. 
 
β-sitosterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 6 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,231 ± 0,023 0,386 ± 0,155 67,1 
2 0,699 ± 0,055 1,260 ± 0,118 80,3 
3 0,276 ± 0,048 0,394 ± 0,033 42,8 
4 0,372 ± 0,021 0,512 ± 0,127 37,6 
5 0,271 ± 0,027 0,420 ± 0,026 55,0 
6 0,358 ± 0,019 0,520 ± 0,028 45,3 
7 0,096 ± 0,006 0,120 ± 0,006 25,0 
8 0,853 ± 0,118 1,150 ± 0,199 34,8 
9 0,208 ± 0,030 0,219 ± 0,019 5,3 
10 0,184 ± 0,027 0,227 ± 0,007 23,4 
11 0,530 ± 0,129 0,808 ± 0,065 52,5 
12 0,336 ± 0,097 0,839 ± 0,038 149,7 
13 0,509 ± 0,022 0,583 ± 0,027 14,5 
14 0,380 ± 0,045 0,635 ± 0,094 67,1 
15 0,307 ± 0,066 0,317 ± 0,045 3,3 
16 0,256 ± 0,117 0,592 ± 0,071 131,3 
17 0,545 ± 0,004 1,808 ± 0,101 231,7 
18 0,657 ± 0,133 1,076 ± 0,212 63,8 
19 0,512 ± 0,026 1,651 ± 0,040 222,5 
20 0,230 ± 0,028 0,365 ± 0,055 58,7 
Promedio 0,391 ± 0,195 0,694 ± 0,472 70,6 ± 64,8 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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Tabla nº 32. Estudio clínico de intervención (grupo C: dieta libre+EV). 
Biodisponibilidad de campesterol. 
 
Campesterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 3 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,273 + 0,110 0,414 + 0,107 51,6 
2 0,120 + 0,015 0,180 + 0,043 50,0 
3 0,109 + 0,029 0,372 + 0,079 241,3 
4 0,309 + 0,016 0,697 + 0,061 125,6 
5 0,564 + 0,036 0,680 + 0,127 20,6 
6 0,443 + 0,030 0,715 + 0,057 61,4 
7 0,320 + 0,113 0,698 + 0,075 118,1 
8 0,256 + 0,047 0,388 + 0,026 51,6 
9 0,252 + 0,045 0,500+ 0,066 98,4 
10 0,188 + 0,061 0,348 + 0,041 85,1 
11 0,177 + 0,043 0,499 + 0,096 181,9 
12 0,178 + 0,032 0,299 + 0,032 68,0 
13 0,406 + 0,023 0,501 + 0,195 23,4 
14 0,102 + 0,016 0,213 + 0,003 108,8 
15 0,549 + 0,036 0,577 + 0,053 5,1 
16 0,223 + 0,014 0,607 + 0,025 172,2 
17 0,183 + 0,039 0,408 + 0,016 123,0 
18 0,061 + 0,008 0,129 + 0,034 111,5 
19 0,123 + 0,015 0,225 + 0,024 82,9 
20 0,176 + 0,011 0,538 + 0,056 205,7 
Promedio 0,251 ± 0,144 0,449 ± 0,182 99,3 ± 63,3 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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Tabla nº 33. Estudio clínico de intervención (grupo C: dieta libre+EV). 
Biodisponibilidad de β-sitosterol. 
 
β-sitosterol (mg/dl) 
Individuo 
Basal 3 meses 
 
∆ EV* (%) 
1 0,266 + 0,070 0,460 + 0,109 72,9 
2 0,064 + 0,030 0,243 + 0,055 279,7 
3 0,168 + 0,014 0,463 + 0,087 175,6 
4 0,392 + 0,020 0,891 + 0,102 127,3 
5 0,807 + 0,049 0,983 + 0,178 21,8 
6 0,604 + 0,042 0,720 + 0,015 19,2 
7 0,453 + 0,114 0,888 + 0,105 96,0 
8 0,418 + 0,066 0,561 + 0,033 34,2 
9 0,583 + 0,071 0,745 + 0,111 27,8 
10 0,226 + 0,074 0,434 + 0,069 92,0 
11 0,323 + 0,110 0,699 + 0,144 116,4 
12 0,276 + 0,042 0,418 + 0,054 51,4 
13 0,819 + 0,115 0,588 + 0,172 -28,2 
14 0,126 + 0,010 0,207 + 0,005 64,3 
15 0,758 + 0,039 0,721 + 0,050 -4,9 
16 0,511 + 0,083 0,932 + 0,044 82,4 
17 0,222 + 0,037 0,396 + 0,017 78,4 
18 0,067 + 0,010 0,103 + 0,021 53,7 
19 0,122 + 0,013 0,274 + 0,036 124,6 
20 0,264 + 0,021 0,572 + 0,054 116,7 
Promedio 0,373 ± 0,240 0,565 ± 0,255 80,1 ± 68,4 
*Incremento de EV en suero (%)= [(concentración final- concentración inicial 
en suero)/concentración inicial] x 100.  
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 
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 A la vista de los resultados, tras la ingestión de una bebida enriquecida 
con 2 g de EV/día, el campesterol mostró una mayor biodisponibilidad que el β-
sitosterol (incrementos en suero de 101,9% y 99,3% vs 70,6% y 80,1% en el 
grupo B y C, respectivamente) siendo el contenido de campesterol en la bebida 
láctea del orden de 5 veces inferior respecto al β-sitosterol.  
 
 La dieta saludable no afectó a los niveles de EV en suero durante el 
período de seguimiento de tres meses. Sin embargo, el consumo de la bebida 
láctea enriquecida en EV aumentó los niveles séricos de campesterol y β-
sitosterol de forma similar, independientemente del tipo de dieta seguida (figura 
nº 23 y 24).  
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Figura nº 23. Concentración de campesterol (mg/dl) en suero a nivel basal y 
tras seis meses de intervención. 
Los datos se expresan como media ± desviación estándar.* p <0,05 cuando se compara 
con una t-test de Student de datos pareados (datos basales vs 3 meses). EV: esteroles 
vegetales. 
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Figura nº 24. Concentración de β-sitosterol (mg/dl) en suero a nivel basal y 
tras seis meses de intervención.  
Los datos se expresan como media ± desviación estándar.* p <0,05 cuando se compara 
con una t-test de Student de datos pareados (datos basales vs 3 meses). EV: esteroles 
vegetales.  
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A. Parámetros analíticos de la determinación de EV en bebida 
láctea y en suero por cromatografía de gases con detector de 
ionización de llama (CG(FID)) 
 
- Bebida láctea 
 
La precisión del método aplicado para la determinación de EV en bebida 
láctea (CV (%) = 2,1–12,3) es adecuada para el fin propuesto.  
La exactitud del método aplicado, evaluada mediante ensayos de 
recuperación, muestra que es adecuada, tanto en la determinación del 
campesterol como del β-sitosterol (99,8% y 105,2%, respectivamente).  
 El porcentaje de cada uno de los EV estudiados, respecto del total de 
esteroles presentes en el producto lácteo analizado es del: 71,72% para el β-
sitosterol, 15,49% para el campesterol, 8,36% para el β-sitostanol, 2,63% para 
el brasicasterol, 0,94% para el campestanol y 0,89% para el estigmasterol. El 
colesterol presente en el producto no supera el 2% del total de esteroles. 
Como se puede observar, el orden de riqueza en fitosteroles es β-
sitosterol > campesterol > brasicasterol > estigmasterol, que es la proporción 
más habitual en los productos enriquecidos con fitosteroles, dado que el β-
sitosterol y campesterol son también los más abundantes en los vegetales que 
los presentan de forma natural. En el caso de los fitostanoles se observa que 
ocurre exactamente lo mismo en estos productos, lo que es lógico si se tiene en 
cuenta que mayoritariamente los fitostanoles se obtienen industrialmente por 
reducción química de los respectivos fitosteroles.  
La composición en EV en el alimento se encuentra regulada en la Unión 
Europea, así, en el año 2004, se publica la Decisión 2004/333/CE, en cuanto a 
los productos autorizados para comercializarse con fitosteroles añadidos, y la 
Decisión 2004/335/CE, relativa a la autorización de comercialización de 
productos tipo leche, leche semidesnatada y leche desnatada, yogur y tipo 
leche/yogur en los que la grasa de la leche se haya sustituida total, o 
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parcialmente, por grasa vegetal donde se indican el porcentaje máximo que 
puede haber de cada uno de ellos. En el caso de los EV del producto analizado, 
todos ellos se encuentran dentro de lo indicado por la legislación, ya que no se 
supera el máximo permitido de 80% de β-sistosterol, 40% para el campesterol, 
30% de stigmasterol y 3% de brasicasterol. En el caso de los fitostanoles las 
proporciones en campestanol y β-sitostanol que tienen estos productos tampoco 
exceden los porcentajes máximos permitidos: < 15% β-sitostanol y < 5% 
campestanol. 
 
- Suero 
 
La precisión del método aplicado para la determinación de EV en suero (CV 
(%) = 5,7–10,5) es adecuada para el fin propuesto. La exactitud del método 
aplicado, evaluada mediante ensayos de recuperación, muestra que tanto para 
el campesterol como para el β-sitosterol es adecuada (105,3% y 107,8%, 
respectivamente). El límite de detección obtenido para el campesterol (0,008 
mg/dl) y el β-sitosterol (0,013 mg/dl) muestra la sensibilidad del método 
permite la determinación en las muestras analizadas. Las concentraciones 
halladas a nivel basal para los sueros analizados en este estudio están 
comprendidos entre 0,067 y 0,578 mg/dl (valor promedio 0,256±0,139 mg/dl) 
para el campesterol y entre 0,064 y 1,109 (valor promedio 0,389±0,222 mg/dl) 
para el β-sitosterol. En todos los casos, las concentraciones de EV han sido 
superiores al límite de detección establecido para el método. 
Debe tenerse en cuenta que, en cualquiera de los casos, se trabaja con 
muestras biológicas complejas, lo que contribuye en gran medida a la 
variabilidad de los resultados. 
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B. Estudio clínico de intervención para valorar el efecto de la ingesta 
de una bebida láctea enriquecida en EV 
 
B.1. Efecto del consumo de 2 g de EV/día en población general 
(grupo C del estudio de intervención) 
 
Dado que los EV consumidos en la dieta por la población española no 
alcanza la cantidad de 2 g/día considerados como la cifra más adecuada para 
ejercer sus efectos beneficiosos, se procede a comprobar si la suplementación 
de esta cantidad de EV, a partir de un alimento funcional, tiene algún efecto 
sobre los parámetros del metabolismo lipídico. Como puede observarse en la 
tabla nº 17 se trata de un grupo de individuos muy heterogéneo, con un 
intervalo de colesterol total comprendido entre 138 a 294 mg/dl y de 78 a 190 
mg/dl para el c-LDL, es decir se incluyen tanto individuos 
normocolesterolémicos, como padeciendo hipercolesterolemias moderadas. 
Cuando se analiza este grupo de 52 individuos, los descensos (estadísticamente 
significativos) en colesterol total y c-LDL tras la ingesta de 2 g de EV/día son de 
5,3% y 6,5% respectivamente. No se observan cambios estadísticamente 
significativos en las concentraciones de triglicéridos ni de c-HDL. 
En el estudio australiano de Clifton et al. (2004), se administran durante 3 
semanas 500 ml/día de leche (2% materia grasa) enriquecida con 1,6 g de 
EV/día, a 40 individuos ligeramente hipercolesterolémicos (239,3 ± 27,0 mg/dl), 
con edad media de 54 ± 8 años. En este estudio se observa un descenso 
estadísticamente significativo de c-LDL (de 155,6 ± 27,5 mg/dl a 144,4 ± 26,6 
mg/dl, 7,2%) y de colesterol total (de 240,9 ± 28,6 mg/dl a 227,7 ± 27,4 
mg/dl, 5,5%). 
En el estudio de Noakes et al. (2005), tras 12 semanas de intervención 
dietética sobre un grupo de 21 hombres y 18 mujeres con ligera 
hipercolesterolemia (media de colesterol total 262,5 ± 31,7 mg/dl), de edad 
media 51,5 ± 11,2 años, y que consumiendo 300 ml/día de un tipo de leche 
(1,4% materia grasa) enriquecida con 2 g de EV, se observa un descenso 
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significativo del c-LDL de un 7,0% (de 186,4 ± 30,5 mg/dl a 173,3 ± 28,6 
mg/dl) y del colesterol total de un 5,1% (de 263,6 ± 31,7 mg/dl a 250,1 ± 31,7 
mg/dl). 
 
Según los criterios de la ATP III (Expert panel on detection, evaluation, 
and treatment of high blood cholesterol in adults, 2001), se considera que los 
individuos moderadamente hipercolesterolémicos con algún factor de riesgo 
(fumadores, hipertensión ≥ 140/90 mm Hg, c-HDL< 40 mg/dl, historia familiar 
de enfermedad cardiovascular prematura, edad (hombre ≥ 45 años, mujer ≥ 55 
años)) deben mantener concentraciones de c-LDL entre 130 y 160 mg/dl cuando 
presentan dos o más factores de riesgo y entre 160-190 mg/dl para un factor de 
riesgo; por lo tanto, como en el presente estudio se incluyen individuos 
voluntarios, tanto normocolesterolémicos como moderadamente 
hipercolesterolémicos, si se agrupan según los terciles de c-LDL que presentan 
al inicio del estudio (Tercil 1: c-LDL <124 mg/dl; Tercil 2: c-LDL:124-154 mg/dl; 
Tercil 3: c-LDL>154 mg/dl) y se comparan los parámetros lipídicos, se observa 
un descenso estadísticamente significativo (p<0,05) en el c-LDL (7,3%) solo 
para el grupo de individuos que presentan unas concentraciones de c-LDL 
superiores a 154 mg/dl. Estos resultados coinciden con los encontrados por 
Seppo et al. (2007) los cuales concluyen que los productos lácteos de bajo 
contenido en grasa enriquecidos con EV, consumidos a lo largo de cinco 
semanas, disminuyen significativamente el c-LDL (8,4%) respecto al control en 
individuos con concentraciones basales de c-LDL superiores a 135 mg/dl. 
 
Numerosos estudios han demostrado que el predominio de las partículas 
de c-LDL pequeñas y densas se asocia con un aumento del riesgo cardiovascular 
(Packard, 2006). De hecho, las partículas de LDL pequeñas y densas presentan 
una menor afinidad por el receptor de LDL (Nigon et al., 1991) y una marcada 
susceptibilidad a la oxidación, provocando alteraciones en la función endotelial. 
Los resultados del presente estudio apoyan la idea de que una disminución en el 
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colesterol total y c-LDL no tiene efectos beneficiosos sobre el tamaño de c-LDL. 
Se sugiere que los EV no afectan al tamaño de las partículas c-LDL como parte 
de su mecanismo de acción, lo que está de acuerdo con estudios previos 
(Matvienko et al., 2002; Charest et al., 2005; Gigleux et al., 2007). Se podría 
argumentar que esta respuesta es de esperar, ya que los cambios en el 
triglicéridos se sabe que son la principal causa de la modificación del tamaño de 
las partículas de c-LDL, y el tratamiento con EV no altera los niveles séricos de 
triglicéridos. El hecho de que otros hayan descrito un aumento del diámetro de 
c-LDL después de la terapia la combinación de EV con la fibra soluble o aceites 
culinarios (St-Onge et al., 2003; Sheresta et al., 2007) o EV con el ejercicio 
físico (Varady et al., 2005), sugiere que el efecto positivo sobre el tamaño de c-
LDL es inducida por otros estímulos que pueden modificar la concentración de 
triglicéridos más que los EV. 
A la vista de los resultados y, aunque se dispone de un tamaño muestral 
reducido, parece ser que los EV poseen un marcado efecto hipocolesterolémico 
en individuos con concentraciones de lípidos elevadas, a pesar de no tener 
controlada su dieta. 
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B.2. Factores que pueden influir sobre la eficacia de los EV en 
población moderadamente hipercolesterolémica 
 
B.2.1. Influencia de los EV en población moderadamente hipercolesterolémica 
(grupo A, B y parte del C) en función del aporte en grasa de la dieta 
 
 Según la bibliografía consultada, este es el primer estudio clínico en 
humanos donde se comparan los efectos de los EV esterificados cuando se 
administran como parte de una dieta en la que los aportes de grasa saturada y 
colesterol pueden estar, o no, restringidos. Se trata de un ensayo paralelo 
aleatorizado con un diseño de tres brazos en el cual se controló la dieta por un 
dietista experimentado a lo largo del estudio. Los resultados del presente 
estudio muestran que los aportes de colesterol a través de la dieta no afectan a 
la eficacia de los EV sobre el descenso del colesterol en sujetos con 
hipercolesterolemia moderada.  
 Con el fin de reducir el c-LDL y, por tanto, el riesgo de complicaciones 
cardiovasculares (National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel 
on Detection Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults 
(Adult Treatment Panel III), 2002), a los pacientes con hipercolesterolemia se 
les aconseja limitar el consumo de alimentos ricos en grasas saturadas y 
colesterol, en particular productos lácteos. En el grupo de pacientes que 
siguieron la dieta saludable durante seis meses, al valorar el tramo comprendido 
entre 3 y 6 meses (estudio paralelo al de los individuos que ingirieron EV) no se 
detectaron cambios significativos en ninguno de los parámetros lipídicos 
(incluyendo colesterol total y c-LDL). A primera vista, estos resultados pueden 
ser sorprendentes, sin embargo, debe tenerse en cuenta que, a fin de estabilizar 
los hábitos alimentarios antes de la intervención, los pacientes fueron sometidos 
previamente a una dieta saludable estándar durante 3 meses por lo tanto los 
cambios en el colesterol total y el c-LDL se llevaron a cabo sólo durante estos 
primeros tres meses de dieta (ver tabla nº 24). Este resultado está de acuerdo 
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con un estudio de Bae et al. (1991) quienes presentaron un patrón similar de 
respuesta después de 6 semanas de intervención dietética, pero no observó 
disminución importante en las siguientes 12 semanas. Este diseño experimental 
nos permite evaluar los efectos de los EV en función del tipo de dieta que siguen 
los pacientes  (libre o saludable) evitando el efecto positivo que una dieta sana 
estándar tiene en la disminución de colesterol total y c-LDL.  
Los EV están incluidos en las directrices del National Cholesterol Education 
Program (NCEP) (National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel 
on Detection Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults 
(Adult Treatment Panel III), 2002) y la “American Heart Association” / 
“American College of Cardiology” (De Backer et al., 2004) para la prevención 
secundaria de ECV, ya que por cada unidad de reducción en el porcentaje del c-
LDL, se reduce en un 2-3% el riesgo de enfermedad coronaria. De acuerdo con 
estudios previos (Katan et al., 2003; Abumweis et al., 2008; Demonty et al., 
2009), se observó que la ingestión de aproximadamente 2 g de EV/día se asoció 
con una reducción del 7,0 -10,0% en los niveles de c-LDL. Además, se observó 
que la ingesta diaria, durante tres meses, de un producto lácteo bajo en grasa 
(1,5 g/100 ml) enriquecido con EV produjo una disminución similar en la 
concentración de colesterol total y c-LDL (el 5,5% y 6,7% para el colesterol total 
y el 7,0% y 9,6% para el c-LDL en la dieta libre, o saludable, respectivamente). 
Son pocos los estudios que han analizado la eficacia de los EV en relación a la 
ingesta de colesterol de la dieta. Kassis et al. (2008) no encontraron variaciones 
en la eficacia de los esteroles libres (22 mg/por kg de peso corporal) cuando se 
administraron junto con distintas ingestas de colesterol con la dieta, que está de 
acuerdo con nuestros resultados. Por otra parte, otros estudios (Denke, 1995; 
Mussner et al., 2002) demuestran que los bajos aportes de colesterol con la 
dieta atenúan la eficacia de una dosis baja de EV (1,8-3 g/día) o no tienen 
ningún efecto. Por lo tanto, parece que, en individuos moderadamente 
hipercolesterolémicos, la eficacia de los EV no está influenciada por la cantidad 
de grasa saturada o colesterol de la dieta, por lo menos en las condiciones del 
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diseño experimental del presente estudio. Este hallazgo podría ser de especial 
relevancia, ya que estos pacientes son propensos a continuar con su dieta 
habitual, que puede ser complementada con alimentos enriquecidos con EV. 
Sobre la base de estos resultados, puede concluirse que la adición de EV a una 
bebida láctea baja en grasa puede ser tan efectiva para bajar el c-LDL como 
matrices tradicionales con alto contenido en grasa, como son untables y 
aderezos (Judd et al., 2002; Noakes et al., 2002; Colgan et al., 2004), y que el 
contenido de materia grasa del producto enriquecido o de la dieta en sí no 
interfiere con la eficacia de los EV.  
 Datos recientes sugieren que un aumento de la Apo B y el ratio Apo 
B/Apo A-I y una disminución de la Apo A-I son importantes predictores de 
enfermedad coronaria, demostrando ser aún más relevante que la concentración 
de lípidos en sí (Ridker et al., 2005). La mayoría de estudios han mostrado que 
un consumo diario de aproximadamente 2 g de EV no tiene ningún efecto sobre 
la Apo A-I, pero afecta significativamente a los niveles de Apo B, lo que está en 
la línea con nuestros hallazgos (Colgan et al., 2004; Madsen et al., 2007). En el 
presente estudio puede observarse que el ratio Apo B/Apo A-I se redujo en los 
grupos que consumieron EV (ver tabla nº 20), con independencia de la 
intervención dietética seguida (11,5% en dieta libre y 11,6% en dieta 
saludable). Esto sugiere que con la ingesta continuada de EV se consigue 
disminuir el riesgo cardiovascular.  
 No obstante, debe señalarse que estos resultados pueden cambiar con 
la ingesta de EV durante largos períodos de tiempo, lo que representa una 
limitación con respecto a las conclusiones del presente estudio. Además, no se 
excluye un mayor efecto en las dietas ricas en colesterol y grasa saturada que la 
seguida por la población del presente estudio; aunque debe indicarse que este 
tipo de dieta no es recomendada para pacientes con hipercolesterolemia 
moderada.  
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 En resumen, este estudio demuestra que el efecto beneficioso de los EV 
sobre el perfil lipídico de pacientes moderadamente hipercolesterolémicos no 
está influenciado por la composición de grasas saturadas o colesterol de la 
dieta.  
 
B.2.2. Influencia de la eficacia de los EV en población moderadamente 
hipercolesterolémica en función del genotipo de la apolipoproteína E 
 
Los resultados del presente estudio sugieren que el genotipo de Apo E 
no tiene un impacto en la respuesta lipídica a los EV como agente 
hipocolesterolemiante en pacientes con hipercolesterolemia leve o moderada. 
Además, nos muestran que el tamaño de las partículas c-LDL no se modifica 
cuando los EV se combinan con una dieta saludable.  
El primer paso hacia la disminución de c-LDL en pacientes con 
hipercolesterolemia leve a moderada es una modificación del estilo de vida y la 
dieta, en particular, una reducción de la ingesta total de grasa saturada 
(National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection 
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment 
Panel III), 2002). Como se ha comentado en el apartado anterior, en el 
presente estudio, no se observa modificación en ninguno de los parámetros 
evaluados del perfil de lipoproteínas (incluyendo colesterol total o c-LDL) 
después de tres meses de adhesión a una dieta saludable. A primera vista, estos 
resultados pueden ser sorprendentes, sin embargo, debe tenerse en cuenta que 
los pacientes fueron sometidos a previamente al seguimiento de una dieta 
saludable durante 3 meses con el fin de estabilizar los hábitos alimentarios antes 
de la intervención. Por lo tanto, es probable que haya tenido lugar un efecto 
positivo de estas medidas dietéticas preparatorias antes del inicio del período de 
intervención, que está en la línea con estudios previos en que los cambios en el 
coelsterol total y el c-LDL se produjeron sólo durante las primeras semanas de 
una dieta saludable (Bae et al., 1991).  
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El polimorfismo de la Apo E puede influir en la absorción de colesterol 
en el intestino y, en consecuencia, en la respuesta del colesterol de la dieta. Sin 
embargo, el diseño experimental empleado en este estudio no permite evaluar 
este aspecto ya que los posibles efectos de una dieta saludable ya han tenido su 
efecto.  
Aunque el aporte de diferentes cantidades de EV se contempla en la 
literatura, la dosis recomendada para pacientes con hipercolesterolemia está en 
el intervalo de 1-2 g/día (Expert panel on detection, evaluation, and treatment 
of high blood cholesterol in adults, 2001). Debe destacarse, y está en línea con 
los resultados aportados por varios estudios publicados (Katan et al., 2003), que 
se confirma que la ingesta de aproximadamente 2 g de EV/día produce una 
disminución de 7,0 a 10,0% en los niveles de c-LDL. De hecho, en el presente 
estudio, se ha conseguido una disminución total del 5,1% en el colesterol total, 
8,1% en el c-LDL, 7,4% en el colesterol no-HDL y 7,7% en el ratio Apo B/Apo 
A-I después de la adición de EV a una dieta estándar. Ridker et al. (2005) 
indican que un aumento de la Apo B, el ratio Apo B/Apo A-I y el colesterol no-
HDL es un importante factor de riesgo de enfermedad coronaria, lo que 
demuestra ser aún más relevante que la concentración de lípidos en sí. En el 
presente estudio, se han observado descensos del 7,4% y 5,9% en el ratio Apo 
B/Apo A-I y del 6,3% y 8,3% en el colesterol no-HDL en pacientes con Apo E3 y 
E4 tras el consumo de EV, respectivamente, lo que sugiere que el consumo de 
EV en pacientes con ambos fenotipos induce una reducción en el riesgo de 
cardiovascular que se encuentra en la línea con los resultados de otros autores 
(Escurriol et al., 2010).  
Son numerosos los estudios que han demostrado un predominio de las 
partículas LDL pequeñas y densas asociado a un aumento del riesgo 
cardiovascular (Packard, 2006). Como se ha discutido anteriormente, los 
resultados obtenidos en el presente estudio apoyan la idea de que una 
disminución en el colesterol total y c-LDL no tiene efectos beneficiosos sobre el 
tamaño de las partículas LDL. Por lo tanto, se sugiere que los EV no afectan al 
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tamaño de las partículas LDL como parte de su mecanismo de acción, lo que 
está de acuerdo con estudios previos (Matvienko et al., 2002; Charest et al., 
2005; Gigleux et al., 2007). El hecho de que otros autores hayan descrito un 
aumento del diámetro de c-LDL después de la terapia combinada de EV o bien 
con fibra soluble o bien con aceites culinarios (St-Onge et al., 2003; Sheresta et 
al., 2007) o EV con el ejercicio físico (Varady et al., 2005), sugiere que el efecto 
positivo sobre el tamaño de las partículas de LDL se induce por otros estímulos 
que pueden modificar la concentración de triglicéridos más que los EV en sí.  
A pesar de que la mayoría de los estudios anteriores confirman el efecto 
hipolipemiante de los EV, no está tan claro si este efecto está influenciado o no 
por el genotipo de Apo E. Varios estudios han evaluado las respuestas lipídicas 
tras la suplementación con EV en el contexto del genotipo de la Apo E, y la 
mayoría han demostrado que los esteroles y estanoles disminuyen el c-LDL 
independientemente de los alelos de la Apo E (Kempen et al., 1991; Geelen et 
al., 2002; Ishiwata et al., 2002; Lottenberg et al., 2002; Plat y Mensink, 2002b; 
Tammi et al., 2002), aunque un estudio reciente concluyó que la terapia de EV 
fue de poco valor para los sujetos E4 con hipercolesterolemia debido a la falta 
de beneficios importantes en relación con las concentraciones de colesterol total 
y c-LDL (Sánchez-Muñiz et al., 2009). Los resultados del presente estudio están 
en concordancia con los de estudios anteriores en los que la terapia con EV no 
estuvo influida por el genotipo de la Apo E. Entre estos estudios, se realizaron 
varios en población normocolesterolémica (Kempen et al., 1991; Geelen et al., 
2002; Ishiwata et al., 2002; Plat y Mensink, 2002b; Tammi et al., 2002) y otros 
en población hipercolesterolémica (Lottenberg et al., 2002; Sánchez-Muñiz et 
al., 2009) con diferentes dosis y diferentes tipos de EV (fitosteroles y 
fitostanoles libres o sus ésteres). En todos los casos, con la excepción del 
estudio del grupo de Sánchez-Muñiz et al. (2009), no se observaron variaciones 
significativas entre las respuestas de las lipoproteínas de individuos de acuerdo 
a su genotipo de Apo E.  
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En resumen, los resultados obtenidos confirman y extienden los efectos 
positivos de un suplemento de EV cuando se administra como parte de las 
medidas dietéticas para el tratamiento de pacientes con hipercolesterolemia 
moderada. Los EV redujeron lipoproteínas asociadas a un mayor riesgo de 
enfermedades cardiovasculares, aunque este efecto no estaba mediado por el 
fenotipo de la Apo E o reducciones en el tamaño de las partículas LDL. 
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B.3. Evaluación del estrés oxidativo tras una ingesta prolongada de EV 
 
 Una de las fortalezas de este estudio aleatorizado paralelo es su 
duración y el hecho de que a los participantes se les diera unas 
recomendaciones dietéticas, controladas por un dietista experimentado a lo 
largo del estudio. La dieta seguida por los sujetos durante 3 meses, antes de la 
incorporación de los EV en la dieta, produjo un descenso en el colesterol total, 
c-LDL y colesterol no-HDL, así como la mejora de la capacidad antioxidante de 
las partículas de c-LDL. En la segunda fase de la intervención, el aporte de EV 
indujo una disminución adicional de colesterol total, c-LDL, colesterol no-HDL y 
Apo B/Apo A-I. Además, el consumo de 2 g EV/día no produjo cambios en la 
capacidad antioxidante de las partículas de c-LDL, el estado antioxidante total o 
el grado de oxidación lipídica.  
 
 A los pacientes con hipercolesterolemia se les aconseja, en primer lugar, 
limitar el consumo de grasas totales y saturadas, particularmente la aportada 
por los productos lácteos (Expert panel on detection, evaluation, and treatment 
of high blood cholesterol in adults, 2001). En el presente estudio, el mayor 
cambio en el colesterol total y c-LDL tras el seguimiento de la dieta saludable, se 
produjo durante los primeros tres meses. No se registró ninguna disminución 
adicional en la concentración de colesterol total o c-LDL después de este 
período. La disminución observada, de aproximadamente el 5% en el c-LDL está 
de acuerdo con lo estimado por Hunninghake et al. (1993). De hecho, Bae et al. 
(1991) también mostraron un patrón similar de respuesta después de 6 
semanas de la intervención dietética, pero no observaron una disminución 
importante en las siguientes 12 semanas.  
En línea con los resultados de varios estudios (Katan et al. 2003; Law, 2000), la 
ingestión, en el presente estudio, de aproximadamente 2 g de EV por día, se 
asocia con una reducción del 7,0 al 10,0% en los niveles de c-LDL. Los EV están 
incluidos en las guías americanas para la prevención secundaria de cardiopatía 
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coronaria (Expert panel on detection, evaluation, and treatment of high blood 
cholesterol in adults, 2001; De Backer et al., 2004). Por cada unidad de 
reducción en el porcentaje de c-LDL, el riesgo de enfermedad coronaria se 
reduce en un 3,2%. En la segunda fase de la intervención de este estudio, la 
ingestión de una bebida láctea baja en grasa enriquecida con EV redujo 
significativamente (p<0,05) la concentración de colesterol total y c-LDL en un 
6,4% y 9,9%, respectivamente, mientras que el seguimiento de las medidas 
dietéticas durante 3 meses adicionales redujeron estos valores sólo el 2,1% y 
1,8% (sin significancia estadística), respectivamente. Por lo tanto, parece que, 
en sujetos con hipercolesterolemia moderada, la combinación de terapia 
dietética con la ingesta de 2 g de EV/día puede disminuir la necesidad de la 
terapia con medicamentos para conseguir el descenso de la colesterolemia.  
 
 Actualmente, se disponen de datos que sugieren que un aumento de la 
Apo B, así como una disminución de la Apo A son importantes factores de riesgo 
de enfermedad coronaria (Ridker et al., 2005). De la revisión efectuada, parece 
que pocos estudios sobre EV han evaluado estos parámetros (AbumWeis et al., 
2006; Madsen et al., 2007). Sus resultados son controvertidos, por ejemplo, una 
ingesta diaria de ~ 2 g de EV no tuvo ningún efecto sobre la Apo A-I, pero 
afectó significativamente a los niveles de Apo B. En el presente estudio, los 
niveles séricos de Apo B se mantuvieron inalterados. Esta conclusión está de 
acuerdo con estudios previos (AbumWeis et al., 2006; Chan et al., 2007), 
aunque es cierto que otros autores han observado una disminución (Colgan et 
al., 2004; Madsen et al., 2007). Se observó una reducción del 4,9% en el ratio 
Apo B/Apo A-I. Curiosamente, esta relación ha sido recientemente propuesta 
como un marcador de riesgo para la enfermedad coronaria, incluso más que la 
propia concentración de lípidos (Ridker et al., 2005).  
 Considerados en conjunto, los resultados del presente trabajo, sugieren 
que la suplementación con EV a razón de 2 g/día a una dieta saludable ofrece 
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una mayor protección contra los factores de riesgo de enfermedad coronaria 
que únicamente la administración de una dieta saludable.  
 
 El mecanismo exacto por el que los EV disminuyen la concentración 
sérica de carotenoides, y sus posibles consecuencias a largo plazo para la salud 
están aún por determinar. En el estudio realizado con los pacientes de este 
estudio, sólo la concentración sérica de criptoxantina disminuyó 
significativamente después del consumo de EV (Bañuls et al, 2010). Los datos 
sobre las concentraciones de β-criptoxantina tras la adición de EV en una dieta 
saludable son contradictorios; algunos estudios no encuentran efectos (Colgan 
et al., 2004; Thomsen et al., 2004) y otros observan una disminución en los 
niveles plasmáticos (Plat et al., 2000b). Estas discrepancias podrían explicarse 
por el consumo estacional de las frutas cítricas (principal fuente de β-
criptoxantina) (Granado et al., 1996), las diferencias de género (ha sido 
observada una disminución más marcada en mujeres que en hombres después 
de la ingestión de EV) (Judd et al., 2002) y la implicación del genotipo de Apo E 
en la variabilidad de las concentraciones de β-criptoxantina (Sanchez-Muniz et 
al., 2009). Por el contrario, la concentración de β-caroteno aumentó en el grupo 
que siguió la dieta saludable, pero se mantuvo inalterado en el grupo 
suplementado con EV. Colgan et al. (2004) demostraron que la concentración de 
β-caroteno tendía a aumentar en sujetos con hipercolesterolemia después del 
seguimiento de una dieta según el NCEP, mientras que disminuía después de 
tres semanas de consumo de 1,6 g de EV. Las discrepancias entre los resultados 
de estos autores y los de este estudio son probablemente debidas a diferencias 
en la duración de los tratamientos dietéticos. Resultados similares a los del 
presente estudio fueron descritos por Sánchez-Muniz et al. (2009), quienes 
observaron que las concentraciones plasmáticas de β-caroteno se mantuvieron 
cuando los sujetos consumieron varias raciones diarias de vegetales o frutas con 
alto contenido en carotenoides, además de un aporte de ésteres de esterol o 
estanol en untables (1,1-2,2 g/día). Son numerosos los estudios que han 
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demostrado que cuando las concentraciones de β-caroteno están normalizadas 
de acuerdo a la concentración de c-LDL, no hay efecto significativo de los EV 
sobre los niveles de β-caroteno normalizados con los lípidos (Colgan et al., 
2004; Thomsen et al., 2004; Hansel et al., 2007).  
 El estrés oxidativo está implicado en el desarrollo de la aterosclerosis y 
otras patologías crónicas (Noakes et al., 2002). Se ha sugerido que la 
disminución en la concentración sérica de β-caroteno incluso si esta es pequeña 
puede ser pro-aterogénico (Victor y Rocha, 2007). Sin embargo, los 
antioxidantes (distintos compuestos, vitaminas liposolubles y enzimas) pueden 
interactuar sinérgicamente. El análisis de un componente, independientemente 
de los demás, no considera el efecto sinérgico y, por tanto, el estrés oxidativo 
sistémico no parece ser evaluado con precisión de esta manera. Por esa razón, 
se evaluó el efecto de los EV sobre la capacidad antioxidante total, la capacidad 
“in vitro” de los antioxidantes presentes en suero para proteger a las partículas 
de c-LDL a la oxidación, y sobre la oxidación lipídica. La resistencia a la 
oxidación “in vitro” del c-LDL fue mayor entre los sujetos que no recibieron el 
suplemento de EV; hecho que está de acuerdo con la mayor concentración de β-
caroteno asociada a la dieta saludable, rica en frutas y hortalizas. En un estudio 
previo, una dieta vegetariana mejoró el tiempo de latencia a la oxidación a 
valores similares a los obtenidos en nuestro estudio (D’Odorico et al., 2000), 
mientras que Korpela et al. (1999) no obtuvieron efecto alguno con una dieta 
baja en grasa, conteniendo aceites vegetales. En el presente estudio, la 
incorporación de EV no modificó la resistencia a la oxidación del c-LDL, con 
respecto a las condiciones basales del inicio del estudio, como se observó en 
una publicación anterior (Schwab et al., 1998). Parece ser que el presente 
estudio, es el primero en el que se evalúa la capacidad antioxidante total 
después de la incorporación de EV en una dieta saludable. A pesar de los 
cambios indicados en la concentración sérica de antioxidantes liposolubles 
(Bañuls et al., 2010) y la capacidad “in vitro” de los antioxidantes para proteger 
a las partículas de c-LDL a la oxidación, no se detectaron cambios en la 
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capacidad antioxidante total del suero o en el estrés oxidativo (evaluado como 
MDA). Hay pocos estudios que evalúen el efecto de los EV sobre marcadores de 
oxidación lipídica, y los resultados que existen son controvertidos. Estudios que 
abarcan períodos de tiempo relativamente cortos (4-8 semanas) han encontrado 
una disminución en los parámetros de la peroxidación lipídica (Brufau et al., 
2004; Chan et al., 2007; Mannarino et al., 2009), mientras De Jong et al. 
(2008b) no observaron cambios cuando se consumieron EV a razón de 2,5 g/día 
durante más de 16 semanas, hecho que está en consonancia con los resultados 
del presente trabajo. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la ligera 
disminución en la concentración de antioxidantes liposolubles (β-criptoxantina) 
observada trás la ingesta de EV no afectó a la capacidad antioxidante total, la 
capacidad antioxidante de las partículas de c-LDL, ni al grado de oxidación 
lipídica. 
 
 En resumen, los resultados del presente trabajo confirman y extienden 
los efectos positivos de la inclusión de un suplemento de EV entre las medidas 
dietéticas para individuos con hipercolesterolemia moderada; demostrándose 
que disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular mediado por 
lipoproteínas. La disminución de β-criptoxantina, mediada por el consumo de 
EV, no conduce a un deterioro global de las defensas antioxidantes o a un 
incremento del estrés oxidativo, a pesar de que impide la mejora en la 
resistencia de las partículas de c-LDL a la oxidación, asociada con la terapia 
dietética.  
 Después de 3 meses de consumo diario de EV dentro de una matriz de 
bajo contenido graso no se apreció en los sujetos ningún efecto adverso. Por lo 
tanto, cuando el objetivo es reducir el riesgo cardiovascular esta pauta dietética 
parece presentar una medida terapéutica útil adicional a la clásica dieta baja en 
colesterol. 
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C. Estudio de la biodisponibilidad de los EV 
 
C.1. Biodisponibilidad in vitro de EV  
 
A la vista de los resultados, no se encontraron efectos significativos sobre 
la viabilidad y toxicidad celular tras la incubación de las células Caco-2 durante 
24 horas con los distintos patrones de EV evaluados. En un trabajo previo donde 
se evaluó la viabilidad y crecimiento de la línea celular Caco-2 a diferentes 
condiciones de trabajo (concentración fisiológica: 5-30 µM, suplementación 30-
50 µM, y farmacológico/sitosterolemia >100 µM) durante 48 horas de 
incubación concluyeron que los EV eran capaces de reducir el crecimiento y 
viabilidad celular a concetraciones > a 200 µM (Daly et al., 2009). En otro 
estudio (Fahy et al., 2004) también se evidenció, mediante ensayos de 
integridad de membrana, que a concentraciones no excesivamente altas (12,5 
µM), los EV no fueron tóxicos para las células Caco-2, sin embargo se observó 
una reducción en la actividad metabólica a estas concentraciones (12,5 µM) de 
campesterol y β-sitosterol. 
 
En este estudio, se pone de manifiesto la mayor biodisponibilidad (% de 
captación) del campesterol frente al β-sitosterol, hecho acorde con otros 
estudios in vitro (Fahy et al., 2004) e in vivo (Ostlund et al., 2002b). Por otra 
parte, la adición conjunta de campesterol y β-sitosterol disminuye (∼50%) la 
biodisponibilidad de ambos. Parece ser que, independientemente de la 
concentración de EV en el medio, la célula no es capaz de aumentar la 
concentración total de EV , lo que parece indicar la existencia de un mecanismo 
de regulación que impide el aumento de las concentraciones de éstos en la 
célula, manteniéndose la proporción en el porcentaje debiodisponibilidad entre 
ambos EV.  
Existe cierta controversia acerca de la seguridad de los EV en alimentos 
suplementados con los mismos en referencia a su impacto en la absorción de 
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algunas vitaminas liposolubles. Algunos estudios sugieren que los ésteres de 
fitosteroles no interfieren con la absorción de α-tocoferol o β-caroteno 
(Hallikainen et al., 1999; Relas et al., 2001) sin embargo otro autores muestran 
una reducción en sus niveles (Noakes et al., 2002). Ningun estudio ha evaluado 
hasta el momento si la suplementación con EV y carotenoides conjuntamente 
podría estar afectando sobre la biodisponibilidad de los EV. Los resultados del 
presente estudio demuestran que la biodisponibilidad de los EV en células Caco-
2 no se altera cuando se incorporan carotenoides al medio junto con los EV.  
 
Sin embargo, algunos estudios in vitro han evaluado la biodisponiblidad de 
carotenoides en presencia de los EV. Fahy et al. (2004) demostraron que la 
absorción de α-tocoferol no se vió afectada cuando se suplementó el medio con 
EV (20 µM de β-sitosterol) sin embargo observaron una reducción en la 
absorción de β-caroteno cuando el medio se suplementó con una concentración 
20 µM de β-sitosterol sugiriendo una posible competición entre el β-sitosterol y 
el β-caroteno en el lugar de absorción. 
 
 
C.2. Biodisponibilidad in vivo de EV 
 
La determinación de EV en suero es una herramienta útil para la 
investigación de pacientes con alteraciones metabólicas en la síntesis y/o 
absorción de colesterol. En el presente estudio se determinó la concentración de 
EV en sujetos con hipercolesterolemia moderada y en población general (grupos 
A, B y C del estudio de intervención). 
 Las concentraciones de fitosteroles (campesterol y β-sitosterol) 
habituales en suero de individuos no consumidores de suplementos de EV, 
representan entre 0,10 y 0,14 % del colesterol presente (Miettinen et al., 1990). 
Chan et al. (2006) analizó las concentraciones basales de campesterol y β-
sitosterol en población general a partir de 45 estudios publicados entre 1986 y 
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2005 encontrando niveles de campesterol entre 0,276 y 1,118 mg/dl (6,9-27,9 
µmol/l) y para el β-sitosterol de 0,116 y 0,663 mg/dl (2,8-16,0 µmol/l). Por otra 
parte, cuando se suplementa la dieta con 1,8-2 g EV/día durante 4 a 8 semanas, 
las concentraciones séricas de β-sitosterol y campesterol experimentan un 
aumento comprendido entre 23-99% (De Graaf et al., 2002; Vanstone et al., 
2002; Clifton et al., 2004; Varady et al., 2004), encontrándose la mayoría de los 
valores dentro del intervalo de normalidad (Westsrate et al., 1998; Hallikainen 
et al., 2000).  
En el presente estudio, a pesar del incremento estadísticamente 
significativo (p <0,01), las concentraciones de EV encontradas en suero tras la 
suplementación de la dieta con una bebida láctea enriquecida con la que se 
aporta 2 g de EV/día, son similares al intervalo encontrado en sujetos normales 
que no reciben suplementación alguna. Aun así, los intervalos encontrados son 
bastante amplios (ver tabla nº 28, 29, 30, 31, 32 y 33), lo que sugiere una 
variabilidad considerable entre individuos. Es de destacar que no se ha 
detectado ningún caso de sitosterolemia, enfermedad asociada a elevadas 
concentraciones de EV en suero. 
 Los incrementos encontrados en los niveles séricos de EV en los grupos 
suplementados con los 2 g EV/día para el campesterol (100,6%) y el β-sitosterol 
(75,4%) son semejantes a los encontrados por De Graaf et al. (2002) donde 
muestran que el consumo de 1,8 g de fitosteroles (chocolate) en 70 individuos 
con hipercolesterolemia primaria incrementan significativamente los niveles 
séricos de campesterol (95,8%) y sitosterol (64,1%). Vanstone et al. (2002) 
también encuentran en 15 individuos con hipercolestrolemia que consumieron 
mantequilla enriquecida con EV, a razón de 1,8 g/día, incrementos del 99,3% 
para el campesterol y de 38,6% para el β-sitosterol. 
Sin embargo, Plana et al. (2008), en un estudio de intervención a 83 
sujetos hipercolesterolémicos, en el que se administran 1,6 g de EV/día 
mediante una bebida tipo yogurt (1,2% grasa), aporte de EV muy similar al del 
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presente estudio, encuentran incrementos más bajos de fitosteroles 33,08% 
para el campesterol y 41,25% para el β-sitosterol.  
El mayor incremento del campesterol presente en el suero no guarda 
relación con el hecho de que el esterol mayoritario en la bebida láctea 
administrada es el β-sitosterol (constituye el 71,7% del total de esteroles del 
producto). Atendiendo a la información del fabricante (2 g de EV por 100 ml) y a 
la distribución entre los distintos esteroles, la ingestión de 500 ml del producto 
al día proporciona: 1,43 g de β-sitosterol y 0,31 g de campesterol. Pero el que 
estas cifras no se correspondan debidamente con los incrementos de fitosteroles 
encontrados en suero se explica por la distinta biodisponibilidad de estos 
fitosteroles. 
 El presente estudio coincide con lo encontrado por Sudhop et al. (2002) 
donde el campesterol es absorbido en mayor grado que el β-sitosterol, aun 
siendo la cantidad de campesterol presente en la leche aproximadamente tres 
veces menor que el β-sitosterol. Esto sugiere que el campesterol tiene una 
cinética diferente a la del β-sitosterol. Ostlund et al. (2002b) estudian la 
absorción de 600 mg de EV utilizando isótopos de los mismos y miden mediante 
espectroscopia de masas la biodisponibilidad in vivo del campesterol y el β-
sitosterol, y también encuentran una mayor biodisponibilidad del campesterol 
sobre el β-sitosterol: 1,9 ± 0,3 % y 0,51 ± 0,04 %, respectivamente. 
 La determinación de EV en suero ha revelado que las concentraciones 
de campesterol y β-sitosterol aumentan durante el consumo de los mismos, con 
independencia de la dieta seguida (campesterol: 101,9% con dieta saludable 
más EV y 99,3% con dieta libre más EV; β-sitosterol: 70,6% con dieta saludable 
más EV y 80,1% con dieta libre más EV), lo que sugiere que el colesterol 
dietético no tiene ningún efecto sobre la absorción de los EV. Debido a que los 
EV se absorben por la misma vía que el colesterol (Trautwein et al., 2003), 
podría esperarse que a mayor ingesta de colesterol menor fuera la absorción de 
los EV y, por tanto menor su incremento sérico. Sin embargo, se ha demostrado 
que el colesterol exógeno tiene una contribución relativamente pequeña sobre la 
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concentración circulante de colesterol en sangre, siendo un 20% procedente del 
aporte exógeno y un 80% sintetizado de forma endógena. Por otra parte, la 
absorción del colesterol y de los EV varía según los tramos del intestino que se 
consideren (Trautwein et al., 2003). Por lo tanto, es poco probable que un 
cambio en el aporte de colesterol con la dieta provoque un cambio en la 
biodisponibilidad de los EV. 
 
 De los resultados obtenidos, se deduce que el campesterol y el β-
sitosterol presentan cinética diferente. El campesterol parece ser absorbido en 
mayor grado que el β-sitosterol; aunque el aporte de este primero es cuatro 
veces inferior al β-sitosterol en la bebida láctea, su incremento en el suero es de 
aproximadamente el doble que el incremento experimentado por el β-sitosterol.  
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De los resultados obtenidos, se concluye que: 
 
1. Los parámetros analíticos obtenidos para los métodos de determinación 
de EV en bebida láctea y en suero, respectivamente, permiten afirmar que 
ambos métodos son válidos para el fin propuesto. 
2. La suplementación de la dieta con 2 g de EV/día durante un periodo de 
tres meses, administrados en 500 ml de un producto lácteo semidesnatado, 
produce un descenso significativo (p<0,05) en la colesterolemia (5,3% en 
colesterol total y 6,5% en c-LDL) en individuos de la población general sin 
restricciones en su dieta, observandose que a mayor nivel basal de c-LDL se 
alcanza una mayor reducción. 
3. El efecto beneficioso de los EV sobre el perfil lipídico de pacientes 
moderadamente hipercolesterolémicos no se vió afectado por un mayor aporte 
en grasa saturada o colesterol.  
4. El aporte de EV, a razón de 2 g/día y la intervención dietética, 
disminuyen las concentraciones séricas de lipoproteínas asociadas a un mayor 
riesgo de enfermedad cardiovascular. Este efecto no esta mediado por el 
genotipo de la Apolipoproteína E. 
5. El consumo de EV no disminuye la capacidad antioxidante total en 
suero, ni incrementa el estrés oxidativo. 
6. La biodisponibilidad in vitro de campesterol y β-sitosterol (en células 
Caco-2) indica que el campesterol se absorbe en mayor proporción (12,5 % vs 
8,1 %, respectivamente). Además, la adición de carotenoides (β-caroteno y 
licopeno) en la proporción 1/1000, respecto a la ingesta de EV, no influye en la 
BD del campesterol y β-sitosterol. La mayor BD in vitro de campesterol frente al 
β-sitosterol se corresponde con los resultados obtendidos in vivo. 
7. Tras tres meses de suplementación con una bebida láctea enriquecida 
en EV (a razón de 2 g/día), las concentraciones séricas de campesterol y β-
sitosterol se incrementan significativamente de forma similar en el grupo que 
además sigue recomendaciones dietéticas (101,9% y 70,6%, respectivamente) 
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como en el grupo que no modifica su hábitos dietéticos (99,3 % y 80,1%, 
respectivamente). 
 
Como conclusión general del estudio realizado debe señalarse que:  
 
 Los sujetos no manifestaron efecto adverso alguno después de 3 meses 
de consumo diario de EV incorporados en una matriz de bajo contenido graso. 
Por lo tanto, cuando el objetivo es reducir el riesgo cardiovascular, el aporte de 
EV, incorporados a una matriz láctea baja en grasa, resulta una medida 
terapéutica útil, adicional a la recomendación clásica de ingerir una dieta baja en 
colesterol. 
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ANEXO I- ABREVIATURAS 
 
ABC  ATP Binding Casette 
ACAT  Acil-CoA-colesterol aciltransferasa 
ANOVA Análisis de la varianza 
Apo  Apolipoproteína 
ASB  Albúmina de suero bovino 
BD  Biodisponibilidad 
BSTFA  Bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida 
C  Carbonos 
CETP  Proteína de transferencia para ésteres de colesterol 
CG  Cromatografía de gases 
c-HDL  Colesterol unido a lipoproteínas de alta densidad 
CLAR  Cromatografía líquida de alto rendimiento 
c-LDL  colesterol unido a lipoproteínas de baja densidad 
C.V.  Coeficiente de variación 
ECV  Enfermedad cardiovascular 
EM  Espectrometría de masas 
EV  Esteroles vegetales 
FID  Detector de ionización de llama 
HDL  Lipoproteínas de alta densidad 
ICC  Índice cintura-cadera 
IDL  Lipoproteínas de densidad intermedia 
IMC  Índice de masa corporal 
LDL  Lipoproteínas de baja densidad 
LH  Lipasa hepática 
LPL  Lipoprotein lipasa 
MEM  Medio mínimo esencial 
MSTFA  N-metil-N-trimetil-sililtrifluoroacetamida 
MTT  Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2-3-difenil tetrazolio 
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NCEP  National Cholesterol Education Program 
PA  Presión arterial 
PBS  Tampón fosfato salino 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
p.i.  Patrón interno 
PL  Fosfolípidos  
QM  Quilomicrones  
r  Coeficiente de correlación 
TBARS  Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico  
TEAC  Capacidad antioxidante equivalente al Trolox 
TMCS  Trimetilclorosilano 
TMS  Trimetilsililados  
Trolox  Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 
VLDL  Lipoproteínas de muy baja densidad 
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ANEXO II- CONSENTIMIENTO INFORMADO 
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ANEXO III- REACTIVOS 
 
- 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (MDA). Sigma 
- Ácido bórico. Panreac 
- Ácido clorhídrico fumante (HCl), 37% p/v. Sigma 
- Ácido fosfotúngstico. Sigma 
- Ácido nítrico 65%. Panreac 
- Acrilamida ≥99%. Sigma 
- Agarososa. Sigma 
- Albúmina de suero bovino fetal, solución 0,2 mg/ml. Sigma 
- Aminoácidos no esenciales. Gibco® 
- Antibióticos (penicilina/estreptomicina). Gibco® 
- APS (Peroxodisulfato de amonio). Merck  
- Azul de bromofenol. Panreac 
- Azul tripán. Sigma. Disolución de colorante (0,4% p/v en PBS) 
- Bis-acrilamida (N,N-Metilen-bis-acrilamida) ≥98%. Sigma 
- Bromuro de etidio. Boehringer Mannheim 
- Buffer Taq 1x. Netzyme 
- Butilhidroxitolueno (BHT). Sigma 
- Carbonato sódico (Na2CO3) 99%. Sigma 
- Cebador (primers: oligo F+R). Netzyme 
- Cloruro de cobre (CuCl2). Panreac  
- Cloruro de magnesio (MgCl2). Netzyme 
- Cloruro de sodio (NaCl). VWR, Prolabo 
- Colorante Hoescht 33242. Sigma 
- Disolución de isopropanol ácido (HCl 0,1 M (Merck) en isopropanol anhidro 
(Merck)) 
- Disolución de Tritón (Panreac) 10% (v/v) 
- Disolución fosfato tamponada (PBS). Gibco® 
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- Disolución madre de licopeno (20 mg/ml): 1 mg de licopeno se disuelve en 50 
ml de THF con BHT 0,01%. 
- Disolución madre de β-caroteno (50µg/ml): 5 mg de b-caroteno se disuelven 
en 100 ml con THF con BHT 0,01%. 
- Disolución tripsina (2,5 g/l) – EDTA (0,2 g/l). Gibco® 
- dNTPs (2,5mM). Netzyme 
- EDTA (Ácido tetraacético etilenodinitrilo) 99,4-100%. Sigma 
- Enzima de restricción (endonucleasa de restricción Hha I). Promega 
- Etanol. VWR, Prolabo 
- Etilenglicol. Sigma  
- Folin-Ciocalteu 1 N. Panreac 
- Formaldehido 35-40% p/v estabilizado con metanol QP. Panreac 
- Fungizona. Gibco® 
- HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfónico). Gibco® 
- Kit “Estado antioxidante total” de Laboratorios RANDOX:  
Consta de los siguientes reactivos: 
Tampón fosfato salino 80 mmol/L, pH= 7,4  
Metamioglobina 6,1 µmol/l 
Ácido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS) 610 µmol/L 
Peróxido de hidrógeno 250 µmol/l  
Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 
- Kit extracción ADN SSS. Real, Durviz S.L.  
- L-glutamina. Gibco® 
- Licopeno del tomate. Sigma 
- Lowry A: 4% p/v Na2CO3 (Panreac) en NaOH (Guinama) 0,2 N 
- Lowry B: 0.02% p/v CuSO4·5H2O (Panreac) en tartrato-Na
+K 4 hidrato 
(Panreac) al 0,04% p/v 
- Marcador peso molecular Gene Ruler 50 pb DNA ladder agarose. Takara 
- Marcador peso molecular ΦX174 DNA/HaeIII. Promega 
- Medio Mínimo Esencial (MEM). Gibco®, Invitrogen 
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- MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-difenil bromuro de tetrazolio). Sigma 
- Na2HPO4·12H2O. Panreac  
- NaH2PO4·2H2O. Panreac 
- n-butanol 99%. Sigma 
- Negro Sudán. Sigma 
- Nitrato de plata (AgNO3). Carlo Ebra reagents, Laboratorio Conda 
- Oligonucleótidos: forward-5’ # ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’ # y 
reverse-5’ #TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’ #. Metabion 
- Pironina Y. Sigma. 
- Piruvato sódico. Gibco® 
- Reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma) 50% (v/v) en agua desionizada 
- Sacarosa. Guinama  
- SDS (sulfato duodecil sódico) 99%. Sigma 
- Suero bovino fetal. Gibco® 
- Tampón fosfato 0,01M (NaCl 0,16 M; EDTA-Na2 1µM) pH 7,4 
- Tampón fosfato salino (pH 7,4) 
- Taq polimerasa. Netzyme 
- TBA (ácido 2-tiobarbitúrico). Sigma 
- TEMED (tetrametiletilendiamina). Sigma 
- Tetrahidrofurano (THF) para CLAR. JT Baker 
- Trizma (Trishidroximetilaminometano) 99,9%. Sigma 
- β-caroteno tipo II, riqueza ≥ 95%. Sigma 
 
 
 
